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Résumé
Au cours des dernières années, les mécanismes de signalisations via les récepteurs
couplés aux protéines G (RCPG) ont largement été étudiés. De ces études est né un
nouveau concept, celui de la dimérisation des récepteurs. Plusieurs résultats obtenus dans
le laboratoire du Dr Bouvier et d’autres groupes à travers le monde appuient cette
hypothèse. Par conséquent, les mécanismes de signalisations établis préalablement sont à
revoir en considérant cette dimérisation. Le modèle classique implanté prévoit que les
RCPG interagissent dans un ratio un récepteur pour une protéine G qui active à son tour
un effecteur. Dans le contexte de dimères, cette stoechiométrie reste à être démontrée.
Dans un premier temps, les travaux réalisés dans ce mémoire ont pour objectif d’adapter
la technologie transfert d’énergie de résonance non radiative par bioluminescence
(BRET) pour la mesure d’interaction entre un RCPG et la protéine G, mais également
permettre l’utilisation concomitante des deux générations dans un seul essai. Les résultats
obtenus pour la mesure d’hétérodimérisation du récepteur métabotropique GABA,
composé de GABABR1 et GABABR2, montre que les deux générations de BRET sont
aptes mesurer cette dimérisation. Egalement, les accepteurs d’énergies de chacun de
générations de BRET, la EYFP pour le BRET’ et la GFP2 pour le BRET2, permettent
l’élaboration d’un transfert d’énergie de résonance non radiative par fluorescence (FRET)
qui premette la mesure de dimérisation comparable au deux générations de BRET.
L’utilisation séparé ou concomitante des deux générations de BRET ont monté
directement et ce, pour la première fois, qu’une interaction avec les trois sous unités de la
protéine G nécessite la formation un dimère GABABR1/ GABABR2. De plus cette
interaction entre le récepteur du GABA et la protéine G ne dépend pas de la l’activité
facteur d’échange du nucléotide, car l’utilisation de récepteur mutant pour cette activité
ont révélé que ces derniers peuvent aussi bien interagir avec la protéine G
hétérotrimérique que le récepteur natif. Finalement, l’utilisation de ces techniques de
BRET ont permis la misent en évidence l’interaction précoce entre le récepteur CRLR et
la protéine G. Sans la présence de son co-récepteur, RAIVW, le récepteur CRLR est
confiné au réticulum endoplasmique où il peut interagir uniquement avec le dimère GF3y
qui transite par cette organelle et non avec la sous unité GŒ qui est plutôt dirigé vers le
Golgi. La co-expression de RAMP permet de rétablir une interaction avec la sous unité
GŒ, en formant un complexe CRLR-RAMP-Ga-Gf3y.
Les résultats obtenus dans ce présent mémoire donnent une ébauche sur l’utilisation des
deux générations de BRET dans un même essai. Ils permettent également de soutenir la
thèse de formation d’unité de signalisation, nommé signalosome, en mettant en évidence
l’utilité de la dimérisation des récepteurs pour l’interaction avec la protéine G
hétérotrimérique et la formation précoce d’interaction récepteur-protéine G dans le
réticulum endoplasmique.
Mots clés RCPG, protéine G, BRET, interaction protéine-protéine, interaction précoce
récepteur-protéine G, dimérisation, GABABR, CRLR, RAIVP.
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Abstract
In the last few years, signalling mechanisms via G protein coupled receptors (GPCR)
were !argely studied. From these studies, the concept of receptor dimerization was
deve!oped. Several resuits obtained in Dr. Bouvier’s laboratory and from other groups
around the world supported this new hypothesis. Consequently, the mechanisms
established previously must be re-examined taking dimerization into account. The
traditional mode! postulates that GPCR interacts in a ratio of one receptor to one protein
G which activates one effector. However this stoichiometry remains to be demonstrated
in the context of dimerization. If a dimer activates on!y one G protein, it would be
possible to measure an affinity between G protein subunits and each monomer
constituting the dimer. To prove the concept of receptor dimerization, the Dr. Bouvier’s
laboratory used bio!uminescence resonance energy transfer techno!ogy (BRET) to fo!!ow
receptor complex formation. Firstly, the goal in the present study was to adapt this
techno!ogy to the measurement of interaction between GPCRs and G proteins with both
generations ofBRET. Also, the energy acceptors of each BRET generation, EYFP for the
BRET’ and GFP2 for the BRET2, al!owed the development of fluorescence resonance
energy transfer (FRET) assay which yielled simi!ar resuits as both BRET generations for
the measure of GABAB dimers. The two BRET generations provided, used a!one or
together for the first time, direct evidence that an interaction between the three subunits
of the G protein and GABAB receptor requires the formation of a GABABR1!
GABABR2 dimer. Moreover this interaction does flot depend on receptor-stimu!ed
nucleotide exchange activity, because mutant receptor for this activity can interact with
the heterotrimeric G protein as we!! as native receptor. Finally, BRET allowed detection
of early interactions between CRLR receptor and G protein. Without RAIVW, CRLR is
confined in the endoplasmic reticu!um, where it can interact only with the G3y dimer and
not with the Ga subunit directed to the Golgi. The co-expression of RAMP restores the
interaction with GŒ subunit forming a comp!ex CRLR-RAN/W-GŒ-G3y to form.
The resuits obtained in this present report provide a basis for the use of both BRET
generations in the same assay. They also support the noton ofthe formation of a signa!ing
unit, i.e. the signalosome, by high!ighting the nenessi!y of receptor dimerization for the
interaction with heterotrimeric G proteins and the early formation receptor- G protein
complexes in the endoplasmic reticulum.
Key words: GPCR, G protein, BRET, protein-protein interaction, early receptor- G
protein interaction, dimerization, GABABR, CRLR, RAIVW.
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Sîgnalisation cellulaire
La communication intercellulaire représente l’une des caractéristiques importante des
organismes pluricellulaires. Elle favorise la coordination des mécanismes impliqués dans
le maintien de l’homéostasie de l’organisme. Ce processus touche à toutes les étapes du
développement, de la différenciation et du contrôle de la survie cellulaire. Pour ce faire
l’organisme produit une multitude de substances chimiques (molécules messagères) qui
provoquent une modulation de l’activité cellulaire de façon autocrine ou paracrine
(Lodish et aÏ, 1995). La reconnaissance des molécules messagères se fait via des
protéines de surface, appelé récepteur. Il existe une grande variété de récepteurs de
surface et ces derniers ont été classés en trois grandes familles. La première famille
comprend les récepteurs-canaux. Ils sont responsables de réponses cellulaires rapides en
permettant le passage d’ions au travers de la membrane plasmique qui leur est
imperméable. La seconde famille est composée des récepteurs à activité tyrosine kinase.
Ces derniers ont la particularité de s’auto-phosphoryler suite à la fixation de leurs ligands
et sont impliqués principalement dans le contrôle de la prolifération et la différenciation
cellulaire. finalement, la troisième famille est composée des récepteurs couplés aux
protéines G (RCPG). Comme leur nom l’indique, ces récepteurs requièrent la présence de
protéines liant le GTP afin de transmettre le signal à l’intérieur de la cellule. La principale
caractéristique de ce type de signalisation est la complexité des cascades d’amplification
de signal misent en branle. Cette amplification de signal est régulée par une multitude de
mécanismes qui vont moduler la nature, l’amplification, ainsi que la durée de la réponse
cellulaire (Lodish et ai, 1995).
Famille des récepteurs couplés aux protéines G (RCPG)
Généralité
Les récepteurs couplés aux protéines G (RCPG) représentent la plus grande famille de
récepteurs membranaires impliqués dans la transduction de signaux extracellulaires.
Environ 1000 gènes codent pour différents RCPG capables de répondre à une multitude
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de ligands tel les hormones, les neurotransmetteurs, les odeurs, la lumière et les ions
(Hermans, 2003). Plus de 1 à 5% des protéines de la cellule sont des RCPG, ce qui
représente environ 1% des gènes totaux du génome des mammifères (Hermans, 2003).
Les RCPG ont été retrouvés dans le génome d’êtres vivants éloignés dans l’évolution tel
les plantes, les levures, les nématodes, les insectes et les vertébrés. Ils se divisent en trois
grandes classes; la classe I regroupe la rhodopsine, les récepteurs olfactifs et les
récepteurs des amines biogènes (Hermans, 2003). Cette classe est caractérisée par la
présence de plusieurs acides aminés conservés représentés en rouge sur la figure lA. La
majorité des membres de cette famille possède un résidu cystéine palmytoylé dans la
queue C-terminale (Ellis et ai, 2004). De plus, la présence d’un pont disulfure entre les
boucles extérieures 1 et 2 est généralement observée. La classe II, quant à elle, regroupe
des récepteurs de peptides tel le glucagon, la sécrétine et le PACAP (pituitary adenylate
cyclase-activating polypeptide). Les membres de cette classe possèdent un long domaine
N-terminal qui contient une série de résidus cystéines impliquées dans un réseau de ponts
disulfures. La morphologie de ces récepteurs est similaire à celle de la classe I sans
toutefois avoir de résidus conservés et de cystéine palmitoylée (Ellis et aÏ, 2004).
Finalement, la classe III est principalement composée des récepteurs métabotropiques du
glutamate et du GABA, des neurotransmetteurs activateurs et inhibiteurs respectivement
du système nerveux. Les récepteurs de cette famille sont caractérisés par un long N
terminal ainsi qu’un long C-terminal. Ces membres possèdent également une boucle i3
courte et hautement conservée (Ellis et aI, 2004). Des données récentes montrent que ces
récepteurs fonctionnent sous forme de dimère voir même des complexes à plus que deux
récepteurs nommé oligomère (Wess, 199$).
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Figure 1: Représentation de la structure des trois classes de RCGP.
Les acides aminés en rouge représentent les résidus conservés dans les différentes
classes. (Image tirée de Ellis et ai, 2004)
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Structure
Les RCPG sont des protéines caractérisées par une seule chaîne polypeptidique à sept
passages transmembranaires ou heptahélices. Les passages transmembranaires sont
principalement composés d’acides aminés hydrophobes qui se replient en forme d’hélice
c (Le&owitz, 2004). Ces différents passages forment trois boucles extracellulaires et
trois boucles intracellulaires interagissant avec différentes protéines de régulation. Le
domaine N-terminal, souvent glycolysé, fait face au côté extracellulaire (Le&owitz,
2004).I1 est généralement démontré que c’est via cette partie (soit la queue N-terminal et
les boucles extracellulaires) que se produit la fixation des différents ligands (Le&owitz,
2004). Le domaine C-terminal, quant à lui, est orienté vers le cytosol. Il possède plusieurs
régions de régulation: comme des sites de phosphorylation ou de palmitylation servant à
moduler l’activité du récepteur (Leflcowitz, 2004). La structure tridimensionnelle des
passages transmembranaires, établi suite à la cristallisation de la rhodopsine, donne
l’apparence de baril à cette protéine (Figure2) (Palczewski et aÏ, 2000).
Rhdopsn
S31(
CÇ/ N
Figure 2: Cristallographie du récepteur rhodopsine.
(figure tiré de Hamm, 2001)
Plusieurs travaux ont démontré que les RCPG sont retrouvés sous forme de dimère de
récepteur plutôt que monomérique. Au cours des dernières années, le laboratoire du Dr
Bouvier a démontré la présence de dimères de récepteurs en cellule par co
immunoprécipitation (Hébert et aÏ, 1996) et par des études de BRET (Angers et aÏ, 2000).
Ces résultats ont ouvert le chemin à l’étude de l’implication de la dimérisation dans les
mécanismes de signalisation.
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Par le passé, il était généralement accepté que la stoechiométrie d’activation de la
signalisation était un récepteur pour une protéine G pour un effecteur (Gilman, 1987).
Cependant des travaux récents ont démontré que les récepteurs se retrouvaient plutôt dans
des complexes oligomériques, où des dimères de récepteur seraient l’unité de base. Suite
à ces résultats et l’analyse de la structure 3D des RCPG il est possible de s’interroger sur
la validité de la stoechiométrie actuellement proposée.
Signalisation et régulation
L’interaction de l’agoniste sur le récepteur induit un changement de conformation sur ce
dernier. Cette modification de structure du récepteur active la protéine G en favorisant la
fixation du GTP qui vient remplacer le GDP (Hepler et Gilman, 1992). Ce mécanisme
sera vu en détails plus loin. Cette activation de la protéine G permet la transmission du
signal à des effecteurs intracellulaires. Comme la fixation du ligand sur le récepteur
s’effectue dans une proportion de 1 :1, aucune amplification de signal ne se produit. Par
contre, l’activation d’effecteurs enzymatiques intracellulaires assure cette amplification
(Hepler et Gilman, 1992). L’un de ces effecteurs est l’adénylate cyclase, un enzyme qui
catalyse la dégradation de I’ATP en AMPc, un second messager important de la cellule.
L’adénylate cyclase est directement activée par la protéine Gs et inhibée par la Gi
(Bunemann et aÏ, 1999). Les variations de la concentration cellulaire d’AMPc
encouragent une réponse rapide en modulant l’activité de plusieurs autres protéines.
Parmi ces protéines figure la Protéine kinase A (PKA), une kinase spécifique aux
sérines/thréonines. Une des actions de PKA est de phosphoryler la protéine CREBP
(protéine liant un élément de réponse à l’AvWc) qui induit la transcription de certains
gènes. Également, certains canaux ioniques sont phosphorylés par la PKA et ils ont
divers rôles dans la perméabilité de la membrane plasmique (Post et aÏ, 1999).
La PKA et les kinases de la famille des GRK (G protein Coupled Receptor Kinases) ont
l’habileté de phosphoryler certains sites spécifiques sur les RCPG, induisant leur
désensibilisation (Marullo et aÏ, 1995). Sous la forme phosphoiylée, la majorité des
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RCPG ont une affinité pour la 13-arrestine (Lefkowitz, 1998). L’interaction non-covalente
de la Ç3-arrestine empêche le récepteur de signaliser de nouveau en découplant la protéine
G du récepteur. De plus, le complexe 13-arrestine/RCPG induit l’internalisation du
récepteur (Lefkowitz, 1998). Une fois à l’intérieur de la cellule, le récepteur peut subir
une déphosphoiylation et être retourné à la membrane plasmique. Les récepteurs qui ne
sont pas déphosphorylés sont dirigés vers des organelles spécialisées dans la dégradation
protéique. Ce phénomène est appelé régulation négative (Marullo et ai, 1995).
Un autre effecteur important dans la transmission du signal est la Phospholipase C (PLC).
Cet enzyme permet la conversion du phosphatidylinositol diphosphate en inositol
triphosphate (1P3) et en diacylglycérol (DAG) deux seconds messagers (Rhee, 2001). Ces
messagers stimulent l’activation de la protéine kinase C (PKC) et provoquent
l’augmentation de Ca2 intracellulaire. La famille des PLC se divise en quatre classes en
fonction de une homologie de séquence pour le site actif mais avec des domaines de
régulation distincts. L’isoforme PLC-f3 a la particularité d’être modulé par la protéine G
activée. La sous unité GŒq/11 stimule dans l’ordre PLC-f31 > PLC-33 > PLC-f32. (Rhee,
2001). L’isoforme PLC-134 peut également être stimulée par GŒq, mais les
ribonucléotides, tel le GTPyS utilisé in vitro, inhibent son activé ce qui rend difficile la
mesure de cette activation. De plus, à l’exception de l’isoforme PLC-f34, les PLC-13 sont
modulés par le dimère Gf3y. Par conséquent, la sous unité GŒq ainsi que le dimère G13y
sont en mesure de stimuler une réponse cellulaire via la PLC.
Finalement, les RCPG peuvent aussi, via l’activation de la protéine G, influencer
l’activité de certains canaux ioniques. Le dimère G3y peut interagir avec le canal Kir3
responsable du passage du K et moduler son activité (Lei e. aï, 2003).Lorsque stimulé
par G3y, Kir3 va permettre le passage des ions K+ et ainsi hyperpolariser la membrane
plasmique. L’activation de la sous unité GŒ0 inhibe les canaux ioniques Ca2 (Li et al,
2+•2004). Dans les terminaisons nerveuses, 1 augmentatIon intracellulaire de Ca stimule la
libération des neurotransmetteurs contenus dans des vésicules de sécrétion. Par
conséquent, lorsqu’un RCPG couplé à la protéine Go est stimulé, la libération des
neurotransmetteurs est diminuée. Également, le Ca2 peut lier et moduler l’activité de
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diverses protéines tel la calmoduline, la troponine C, aequorine et autres. Par exemple, la
calmoduline, qui contient quatre sites de liaison au Ca2, fonctionne comme protéine
régulatrice intracellulaire. Le complexe calmoduline/Ca2 se lie à la sous unité régulatrice
de calmoduline/Ca2 kinase (Yamada, 1999). Une fois libérée de sa sous unité
régulatrice, cette kinase phosphoryle certaines protéines effectrices qui induisent des
réponses cellulaires. De plus, il existe d’autres systèmes d’amplification de signal passant
par l’activation d’effecteurs différents tel la guanylate cyclase ou bien la phopholipase D
(voir figure 3). Ces différentes voies de signalisation permettent de diversité la réponse
cellulaire provoquée par les multiples stimuli provenant de l’extérieur.
‘k
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Figure 3: Voies de signalisation activées par les RCPG.
(Figure tiré du site internet http://www.ulg.ac.be/physioanltraite.htm)
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Récepteur du GABA
Dans l’hippocampe et dans le cortex cérébral, plusieurs mécanismes sont mis en place
pour réguler le passage de l’influx nerveux d’un neurone à l’autre. Un de ces mécanismes
est l’inhibition de synapses via l’élaboration des potentiels post-synaptiques inhibiteurs
(PPSI). Le neurotransmetteur qui joue un rôle majeur dans le contrôle des PPSI est
l’acide y-aminobutyique (GABA) (Nurse et Lacaille, 1997). Cette inhibition
GABAergique poste- synaptique est divisée en deux séquences temporelles, l’une
précoce et l’autre tardive. La composante précoce implique un récepteur de type GABAA
un canal ionique. Lorsque activé, les GABAA - canaux permettent le passage d’ion CF et
HC03 qui généreront une inhibition rapide par une hyperpolarisation de la membranaire
plasmique. Cet effet peut être bloqué par la bicuculline, une molécule antagoniste
spécifique pour le GABAA (Bowery, 1993). L’inhibition tardive implique plutôt des
récepteurs du GABA métabotropiques de type GABA (GABABR). Ces récepteurs ont
été identifiés au niveau du système nerveux centrale et périphérique (Bowery, 1993).
Suite à leur activation, ils permettent une augmentation de la conductibilité de l’ion K et
cette stimulation est insensible à la bicuculline, contrairement aux récepteurs GABAA. De
plus les récepteurs GABAB sont activés par un agoniste spécifique, le L-Baclofen, une
molécule connue pour ses propriétés antispasmodique, (Bowery, 1993). Ces récepteurs
modulent la transmission synaptique à deux niveaux, soit pré ou post-synaptique. Les
récepteurs GABAB post-synaptique sont à l’origine d’un PPSI tardif et durable, tandis
qu’au niveau pré-synaptique, ils exercent leurs effets inhibiteurs en réduisant la libération
de neurotransmetteur (Lambert et Wilson, 1996). Finalement, des récepteurs GABAB ont
été mis en évidance hors des synapses (Fritschy et ai, 1999). Ils seraient activés
uniquement lorsque du GABA serait libéré et s’échapperait du volume synaptique.
Peu de composés ayant une action sur les récepteurs GABA3 sont disponibles et ils sont
compilés dans le tableau I. Trente ans après sa caractérisation, le L-baclofen est toujours
l’agoniste sélectif le plus utilisé pour les études du récepteur GABAB. Un analogue du
GABA présentant toutefois une affinité 10 fois supérieur au L-baclofen est maintenant
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disponible. Il s’agit de l’acide 3-aminopropyl phosphinique (APPA). Néanmoins, tes
agonistes spécifiques du récepteur GABAB ont une faible affinité pour le récepteur
GABA3. Contrairement aux agonistes, les antagonistes CGP54636A et CGP64213
possèdent une meilleure affinité pour le récepteur GABAB de l’ordre du nanomolaire.
Tableau I Aftinité de quelques composés agissant sur les récel)teurs GABA8
Composés
______________________________
GABABR1
+ GABA8R2
GABA
L-baclofen
APPA
Affinité (KD)
Membrane GABABR1
plasmique seul
de cerveau
Agonistes (pM)
0.114
0.210
0.018
Antagonistes
2.2
1.6
25 2.0
30 5.0
2.5 0.3
(nM)
CGP54636A 1.7 1.5
CGP64213 2.0 2.0
Le récepteur GABAB est composé de deux inonomères GABARl et GABAR2 qui font
partie de la classe III des RCPG. Bien avant que le clonage des deux monomères vient
confirmer que GABAB est un RCPG plusieurs résultats pointaient dans cette direction.
D’abord, sa vitesse de réaction plus lente que celle les récepteur-canaux ainsi que la
modulation du signal affectée par des nucléotides guanyliques représente des
caractéristiques de récepteurs métabotropiques (Innis et Aghajanian, 1987). De plus,
l’effet du L-Bactofen sur les récepteurs GABAB post-synaptiques est bloqué par un
traitement à la toxine pertussique (PTX), un inhibiteur spécifique de la protéine Gi/o,
suggérant la participation de la protéine Gi/o pour la transmission du signal. Cette toxine
reste sans effet sur les récepteurs GABA pré-synaptiques, il semble donc être en mesure
de lier d’autres protéines G que Gi!o.
Le GABA, via la protéine G, active différentes voies de signalisation. Dans les cellules
pré-synaptiques, les récepteurs du GABA inhibent le relargage de neurotransmetteurs. Ce
contrôle du relargage s’effectue via l’inhibition des canaux ioniques aux Ca2exprimés
dans les terminaisons pré-synaptiques (Amico et aÏ, 1995). Les agonistes spécifiques de
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GABAB vont permettre l’activation de la protéine G et ainsi le dimère Gf3y inhibera
l’activité des canaux calciques (Herlitze et aÏ, 1996). Les récepteurs du GABA ont
également la capacité d’induire une lente inhibition du courant post-synaptique en
activant des canaux K (Kir3). Une augmentation du flux de K hyperpolarise la
membrane plasmique (Luscher et aÏ, 1997).
La protéine G régule également l’activité de l’adénylate cyclase. Plusieurs études ont
d’ailleurs démontré que l’addition d’agonistes GABA3 spécifique inhibe la stimulation
d’AMPc par la foskolin. Par contre, d’autres résultats semblent indiqués le contraire
(Bettler et cii, 2004). Les sous unités Gi/o de la protéine G ont la capacité d’inhiber
l’activité de l’adénylate cyclase de type I, III, V et VI, mais le dimère Gf3y quant à lui
stimule les l’adénylates cyclases de type II, IV et VIII. Par conséquent, l’activation ou
l’inhibition de la production d’AMPc dépend du contexte cellulaire et de l’expression des
types d’adénylates cyclases présents.
Le récepteur GABAB a été cloné 20 ans après sa découverte. L’utilisation de
l’antagoniste CGP64213 radioactif a permis le clonage de GABABR1 une protéine de 960
acides aminés. GABAR1 possède la caractéristique d’être retenu dans le réticulum
endoplasmique via un site de rétention composé des acides aminés RSRR De plus, cette
même sous unité semble être responsable de la fixation du ligand sur sa partie N-terminal
sans activer la protéine G (Malitschek et al, 1998). Ceci semble contradictoire, mais
l’explication de ce phénomène sera vue plus loin. Plusieurs isoformes de GABABR1 ont
été identifiés (voir figure 4). Ces isoformes sont la résultante de diverses modifications du
même gène situé sur le chromosome 6 en position p2i.3 (Fritschy et aÏ, 1999). La
présence de différents isoformes aide probablement à l’hétérodimère GABAB d’avoir des
localisations et des voies de signalisation distinctes. Chez toutes les espèces étudiées, les
isoformes GABABR1a et GABABRÏb sont les plus abondants. Les principales
différences entre ces deux isoformes proviennent de leur portion N-terminale, où les 147
premiers acides aminés de GABABR1a sont remplacés par une séquence de 18 acides
aminés dans GABABR1b (voir figure 4). Ils semblent également être sous le contrôle de
promoteur différents (Bettler et aÏ, 2004). Seul GABABR1a possède une paire de
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Une seconde protéine, GABABR2, composée de 941 résidus (110 kDa) et présentant 35%
d’homologie avec GABABR1 a ensuite été obtenue (Jones et aï, 199$). GABABR2 a été
isolé par criblage de banques d’EST (Expressed Sequence Taq) dans le but de déterminer
des homologues de GABABR1 (Jones et ai, 199$). Simultanément, il a été identifié par la
technique de double hybride en utilisant la portion C-terminal de GABABR1 (Kuner et aï,
1999). Autre le domaine heptahélice, GABABR1 et GABABR2 possède seulement 20%
d’identité. Localisé sur le chromosome 9 en position q22.2, GABABR2 ne possède pas les
mêmes caractéristiques que GABARl. GABABR2 peut se rendre seul à la membrane
plasmique, mais est incapable de fixer le ligand GABA. Également, il a été montré dans
la littérature que ce dernier possède la capacité d’activer la protéine G (Martin et aï,
1999).
D’un côté GABABR1 lie l’agoniste mais n’engendre pas de signalisation et de l’autre
côté GABAR2 ne lie pas l’agoniste mais est essentiel à l’activation de la protéine G.
Ceci s’explique par le fait que GABABR1 et GABAR2 sont des hétérodimères
obligatoires. Les extrémités C-terminales intracellulaires des deux formes de récepteur du
GABA contiennent une séquence d’environ 30 acides aminés susceptible de former des
motifs de type coil-coil parallèles (White et aï, 199$). Ces motifs contribuent à la
cohésion du complexe hétérodimérique entre GABABR1 et GABABR2, mais sans être
nécessaire. Le modèle établi pour former un récepteur fonctionnel GABAB veut que
l’interaction des motifs de type coil-coil de GABABR1 et GABAB2 masque le site de
rétention de GABABR1 et permet l’acheminement de ce dernier à la membrane
plasmique (voir figure 5). Une fois à la membrane plasmique GABABR1 interagit avec
son agoniste GABA, subit un changement de conformation qui se répercute sur
GABABR2, qui activera ensuite la protéine G. (ref) Par conséquent, dans un système
orthologue, tel les cellules HEK293, seul la co-expression de GABABR1 et GABABR2
permet d’obtenir une pharmacologie comparable à celle des tissus.
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Figure 5: Schéma des différentes localisations cellulaires des monomères du récepteur du
GABA.
(Image tirée de Bouvier, 2001)
n
Tous les récepteurs de la classe III possèdent une organisation structurelle similaire qui se
divise en deux parties principales un domaine hetapahélice, comme tous les RCPG, et
un domaine N-terminal extracellulaire de grande taille (environ 400 à 600 acides aminés)
(Galvez et aÏ, 2003). Pour les RCPG de la classe I, les agonistes se fixent sur la partie
hetapahélice pour induire un changement de conformation qui active la protéine G. Pour
ce qui est des récepteurs de la classe III, c’est plutôt au niveau du domaine N-terminal
que la fixation de l’agoniste se produit. Le domaine extracellulaire du récepteur du
glutamate mGlula été récemment résolu par cristallographie. Il est composé de deux
lobes nommés LBI et LB2 entre lesquels le glutamate peut venir se loger. Chacun des
lobes est composé d’un feuillet 3 à sept brins entouré d’hélices Œ (Kunishima et ai,
2000). Cette structure est similaire à celle retrouvée sur les récepteurs d’acides aminés
branchés de certaines bactéries Gram négatif (Tam et Saier, 1993). Deux conformations
des lobes ont été mises en évidence en fonction de leur interactions avec l’antagoniste ou
avec l’agoniste. En présence d’antagonistes, les deux lobes adoptent une conformation
dite ouverte alors qu’en présence d’agonistes la conformation préférée est fermée
J
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(Kunishima et aÏ, 2000). À l’état basal, c’est-à-dire libre de ligand, les deux
conformations sont à l’équilibre où la conformation ouverte est favorisée. Par analogie
avec le piège à mouche des plantes carnivores de la famille Dioneae, ce mécanisme est
nommé ‘Venus flytrap’. La fermeture du domaine ‘Venus flytrap’ sur l’agoniste constitue
une des premières étapes de l’activation d’un récepteur de classe III. En cristallographie,
le domaine ‘Venus flytrap’ serait un dimère (Kunishima et aÏ, 2000). Deux hélices a
parallèles du LB1 de chacun des monomères forment une première zone d’interaction. En
absence de ligands, l’angle entre ces paires d’hélices est de 140°. Lorsque l’agoniste vient
se loger dans la pochette de liaison, il en résulte un pivotement des deux domaines
‘Venus ftytrap’ et l’angle entre les deux paires d’hélices Œ parallèles passe de 140° à 40°.
Une nouvelle interface de contact est alors créée entre le domaine LB2 qui vient stabiliser
la conformation fermée (Kunishima et aÏ, 2000). Cette modification de structure
extracellulaire se répercute sur la conformation des deux heptahélices activant la protéine
G.
Récepteurs du CGRP et ADM
Le récepteur du GABA est un excellent modèle d’hétérodimérisation des RCGP et il est
le premier à démontrer la nécessité de la co-expression d’un deuxième récepteur pour le
transport à la membrane plasmique d’une unité de récepteur fonctionnel. Sans la présence
de ces deux protomères la signalisation par le GABA n’est pas possible. Cet exemple
d’influence de localisation membranaire d’un récepteur n’est pas un cas unique au
récepteur du GABA. Plusieurs autres récepteurs, tel que les récepteurs du CGRP
(calcitoin gene-related peptide) et de Adrénomédulin (ADM), nécessitent la co
expression d’une autre protéine qui est essentielle pour la relocalisation à la membrane
plasmique de ces récepteurs.
Le CGRP est membre de la famille de la calcitonine composée de trois autres membres;
la calcitonine, l’amyline et ADM. Le CGRP est un peptide de 37 acides aminés possédant
un anneau formé par une liaison disulfure entre les cystéines en position 2 et 7. Des sites
de liaison pour cette hormone peptidique ont été répertoriés dans le système nerveux
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central et périphérique ainsi que dans le système cardiovasculaire (Juaneda et ai, 2000).
Pour sa part, l’adrénomédulline (ADM), membre également de la famille des peptides de
la calcitonine, est un peptide de 52 acides aminés également formé d’un anneau relié par
les cystéines en position 16 et 21. La liaison de cette hormone peptidique est très limité
en dehors du système nerveux et principalement concentré dans la moelle épinière
(Cueille et Garel, 2004). Il est démontré que le récepteur du CGRP à la possibilité d’être
activé par l’ADM et vice-versa. Cette observation a poussé les investigations afin
d’établir le lien entre ces deux récepteurs activés à des niveaux distincts par deux ligands
qui ont vraisemblablement des structures différentes et membre de la même famille de
peptide (CGRP et ADM).
Afin d’identifier le récepteur responsable de la liaison du CGRP ou de l’ADM, une
comparaison de séquence avec le récepteur de la calcitonine a été effectuée. Comme le
récepteur de la calcitonine était bien caractérisé et la séquence des récepteurs pour les
peptides CGRP et l’ADM ne devraient pas trop varier, car tous ces agonistes font partie
de la même famille de peptide. De cette comparaison de séquence, un récepteur avec 55%
d’homologie est sorti, le récepteur CRLR (McLatchie et ai, 1998). Des analyses plus
approfondies ont révélé que ce récepteur CRLR est présent dans tous les types cellulaires
qui fixent le CGRP, mais que son expression dans des cellules où le récepteur CRLR
n’est pas présent aucune faible liaison de CGRP n’est mesurée. De plus, le récepteur était
retenu dans le réticulum endoplasmique (Sexton et ai, 2001). À cette époque, la nécessité
du récepteur GABABR2 pour l’expression à la membrane plasmique de GABABR1 venait
d’être mis à jour. Afin de démonter la nécessité d’une autre protéine pour l’expression de
surface du récepteur CRLR, une librairie d’ADN complémentaire (ADNc) a été co
exprimée en présence du récepteur CRLR. De cette expérience, un ADNc codant pour
une protéine compétent pour délocaliser le récepteur CRLR à la membrane plasmique,
mais également permet l’apparition d’une signalisation dans des cellules qui n’expriment
physiologiquement pas ce récepteur (McLatchie et ai, 1998). Cette protéine est nommée
protéine modificatrice de l’activité de récepteur (RAIVIP). La famille des RAIVW est
composée de trois membres; RAIVIP1, RAMP2 et RAIVIP3 avec seulement 30%
homologie de séquence entre elles (Sexton et ai, 2001). Toutefois, d’un point de vue
structural, elles semblent posséder les mêmes caractéristiques. Les RAIVIP sont de petites
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protéines (14 à 17 kDa) possédant à un seul passage transmembranaire, un domaine N-
terminal extracellulaire d’environ 100 acides aminés et un petit domaine cytoplasmique
de 10 acides aminé en C-terminal (Sexton et ai, 2001). Les RAIVW sont exprimés dans
tous les tissus et lignées cellulaires analysés, mais à des niveaux différents. Par exemple,
dans le cerveau, le pancréas et les gonades les isoformes de RAIVIP1 et de RAMP3 sont
prédominantes, tandis que dans les poumons, la trachée, le système immunitaire, le rein
et le foetus les isoformes de RAIvIP2 et de RAIVW3 sont plutôt majoritaires, finalement, le
foie représente un tissus où l’expression des trois RAMP est similaire (Cueille et aï,
2004). Des études de liaison des ligands CGPR ou ADM radiomarqués ont révélé que la
distribution des récepteurs de chacune des hormones peptidiques suit une distribution
différentielle et coïncide avec l’expression d’une protéine RAIvW donnée. Une expression
élevée de RAIVW1 est observée dans les tissus répondant au CGRP. Comparativement, les
tissus qui répondrent à l’ADM expriment principalement Ri\IVW2 et/ou RAIVW3
(Chakravarty et aÏ, 2000).
Le récepteur CRLR est un RCPG de la classe II qui possède un long domaine
extracellulaire avec des cystéines participant à des réseaux de liaison disulfure. Dans des
cellules qui ne possèdent pas naturellement ce récepteur, le récepteur CRLR est retenu
dans le réticulum endoplasmique tout comme le récepteur GABAR1 (voir figure 6).
Toutefois, dans ces mêmes cellules la co-expression de la protéine RAMP favorise
l’acheminement du récepteur à la surface cellulaire. En plus de modifier la
pharmacologie du récepteur CRLR, RAMP est essentiel au transport du complexe
(Sexton et aï, 2001). Ce mécanisme de transport n’est pas, à ce jour, très bien élucidé,
mais il est possible d’affirmer que la présence de RAIVW modifie la localisation de CRLR
en cellule. Également, les RAMP sont principalement retenus dans le réticulum
endoplasmique et dans l’appareil de Golgi (Sexton et aÏ, 2001). La co-expression de
CRLR favorise l’acheminement des RAMP à la surface cellulaire (Sexton et ai, 2001).
En présence de RAIvWI, le récepteur CRLR devient un récepteur du peptide CGRP
(Herzog et a4, 2002) et en présence de RAMP2 ou RAMP3 il est plutôt un récepteur du
peptide ADM (Huang et aI, 2004). Ces résultats indiquent que le récepteur CRLR
interagit avec les RAMP lors de sa maturation qui modifie sa pharmacologie (récepteur
CGRP ou récepteur ADM selon le type de RAIVIP) et sa localisation cellulaire. Il a été
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n’ démontré, par des études co-immunoprécipitation, que RAMP1 est présent avec les
formes matures et immatures de CRLR sur un gel d’immunobuvardage ($exton et aï,
2001). Également, des études de pontage croisé (cross-linking) ont révélées que RAMP1
contribue directement en l’interagissant avec le ligand (Sexton et ai, 2001).
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Figure 6: Schéma des étapes et protéines essentielles à la localisation membranaire de CRLR
(Image tirée de Bouvier, 2001)
Toutes ces évidences indiquent que RAMP est une protéine essentielle dans la
pharmacologie du récepteur CRLR, mais ce n’est pas le seul récepteur dont la
pharmacologie est transformée. Celle du récepteur de la calcitonine (CTR) peut
également être modifiée par RAMP (Christopoulos et ai, 1999). En présence des RAMP,
le récepteur de la calcitonine devient un récepteur à l’amyline (AMY). Contrairement au
récepteur CRLR, la localisation de CTR, qui à la possibilité d’aller à la membrane
(N. plasmique seul, n’est pas affectée par la présence de RAMP, mais les RAMP sont de leur
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côté transportés à la membrane plasmique. D’autres récepteurs de la classe II ont montré
une interaction avec les RAIvIP sans modifier l’affinité de ces récepteurs pour leur
agoniste (Christopoulos et aÏ, 2003). La co-expression des trois types de RAMP avec le
récepteur VPAC1 (vasoactive intestinal polypeptide 1) modifie ni sa localisation ni sont
affinité pour son agoniste VTP (vasoactive intestinal polypeptide), mais la présence de
RÀMP2 spécifiquement entraîne un changement dans la signalisation cellulaire. En
présence de RAIVW2, le récepteur VPAC1 augmente significativement l’hydrolyse du
phosphoinositol, second messager impliqué dans le re-largage du calcium intracellulaire,
mais n’affecte pas la stimulation de l’AMPc, autre second messager, comparativement du
récepteur seul (Christopoulos et aÏ, 2003). Les récepteurs du glucagon et le récepteur de
l’hormone parathyroïdien de type I (PTH1) permettent une localisation membranaire en
présence de RAIvW2, tandis que le récepteur de l’hormone parathyroïdien de type II
(PTH2) délocalise spécifiquement RAMP3 (Christopoulos et aI, 2003). L’effet
physiologique de ces interactions avec des RAIVIP n’a pas encore été établi.
Une troisième protéine a montré une importance dans la signalisation cellulaire de
CRLR-RAIVIP. Cette protéine petite de 143 acides aminés est ubiquitaire est nommé RCP
(Receptor Component Protein). Cette protéine RCP n’est pas ancrée directement aux
membranes, car elle ne possède pas de région hydrophobe capable de traverser la
membrane et elle ne possède pas de séquence consensus pour de modification lipidique
(Prado et aI, 2002). Toutefois, elle est retrouvée dans les fractions cytoplasmique et
membranaire d’extrait cellulaire. La présence de RCP dans la fraction membranaire peut
être altérée par l’addition de haute concentration de sel, suggérant son attachement aux
membranes se produit via des interactions ioniques. De plus, il est rapporté que RCP est
co-immunoprécipité avec le récepteur CRLR ainsi que de RAMP, ce qui suggère leur
interaction (Evans et aÏ, 2000). Malgré cette interaction avec le récepteur CRLR, RCP ne
semble pas requise pour le transport du complexe CRLR-RAMP à la membrane
plasmique, car une diminution de sa synthèse par ARN interférant (ARNi) ne modifie pas
l’expression de surface de CRLR. Toutefois, la diminution d’expression de RCP diminue
la signalisation en réponse aux agonistes CGRP ou ADM (Prado et aÏ, 2002). Le
complexe CRLR-RAMP-RCP représente un nouveau mode de régulation de l’activité des
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RCGP, où RAMP délocalise le complexe à la membrane plasmique et RCP couple le
complexe voies cellulaires de régulation de signal.
Dans les vaisseaux sanguins, l’activation du récepteur CRLR par le CGRP permet une
vasodilatation indépendante de l’endothéline et de la voie NO (Herzog et aÏ, 2002). Cette
vasodilatation est principalement permise par l’augmentation de la concentration
d’AIvIPc, un stimulateur de la protéine kinase A (PKA), mais également par l’activation
de canaux potassiques qui hyperpolarise la membrane plasmique et finalement par une
baisse de calcium intracellulaire via la fermeture de canaux calciques voltage-dépendants
(Herzog et ai, 2002). Dans les cellules épithéliale de la rétine, l’adrénomédulline (ADM)
provoque l’inhibition de la migration de ces cellules, également par l’augmentation
d’AMPc et diminution le calcium intracellulaire. Contrairement au CGRP, l’ADM dans
les cellules épithéliales de la rétine diminue la concentration calcique en diminuant la
production GMPc. Ces stimulations d’AIVWc proviennent d’un couplage avec la protéine
Gs qui est principal acteur dans la stimulation de l’adénylate cyclase, enzyme catalysant
la formation de ce second messager. Cette augmentation d’AIVWc en réponse au CGRP
est également reproduite lors de la co-expression de CRLR et RAMPY dans des cellules
Swiss 3T3. Dans des ovocytes de Xenopus, la co-expression de RAMP1 et du canal
potassique GIRK, active par la protéine Gi, permet une réponse cellulaire avec les
récepteurs CRLR endogène (Martin et ai, 199$). En présence de CGRP l’activité basale
du canal GIRK est amplifiée, mais l’addition de la PTX, un inhibiteur de l’activation de
la protéine Gi, empêche l’ouverture de ce canal (Martin et aï, 199$). Le récepteur CRLR
semble être en mesurer de lier différentes sous type de protéine G selon le contexte
cellulaire.
De par ces caractéristiques de localisation différentielle en fonction de l’expression de
RAIvW, le récepteur CRLR semble être un modèle de choix pour l’étude de ses
interactions précoces avec la protéine G, un des objectifs de ce présent mémoire.
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Famille de protéines G hétérotrimérique
Généralités
Les protéines G sont membres de la supeffamille des GiPases qui sont
fondamentalement conservées des bactéries aux mammifères et qui jouent divers rôles
dans la régulation cellulaire (Hepler et Gilman, 1992). Plus spécifiquement, la protéine G
hétérotrimérique permet la transmission de l’information des récepteurs vers les
effecteurs intracellulaires. Comme son nom l’indique, la famille des protéines G
hétérotrimériques est composée de trois sous unités différentes : GŒ, G13 et Gy. Sous sa
forme inactive, la sous unité GŒ est liée à un guanosine diphosphate (GDP). Suite à la
liaison d’un agoniste sur le récepteur son activité facteur d’échange du guanosine (GEF)
est stimulée, ce qui lui permet de favoriser l’échange du GDP pour du guanosine
triphosphate (GTP) (Hepler et Gilman, 1992). La protéine G est alors activée. C’est
uniquement lorsque liée au GTP que la protéine G peut inhiber/activer certains canaux
ioniques ou activer différents effecteurs de la signalisation tel que l’adénylate cyclase et
la phospholipase C.
Sous unité GŒ
La sous unité GŒ, qui varie entre 45-52 kDa, possède un domaine alpha hélice et un
domaine GTPasique similaire à la structure de p2l (Gilman, 1987). Plus précisément, le
domaine GlPasique est composé de cinq hélices alpha entourant six feuillets bêta
standard dont cinq parallèles et un antiparallèle. Le domaine alpha hélice possède une
longue hélice alpha entourée par cinq hélices plus courtes. Il est lié au domaine
GTPasique par deux segments, le premier composé des résidus 54 à 5$ et le deuxième
des résidus 173 à 179 (Raw et ai, 1997). Ces deux segments lient une structure en fourche
responsable de la liaison des nucléotides (GDP/GTP). Les changements conformationnels
de cette structure en fourche favorisent le contact avec le dimère bêtalgamma (voire
figure 7).
21
oEn dehors de certaines régions communes, les protéines Gc.t sont très divergentes et il est
possible de les classer en quatre sous types; Gs, Gi, Gq et G12 (voir Tableau I). La classe
Gs est composée de GOEs et GŒolf, identiques à près de 88% (Neyes et al, 2002). Tous
deux possèdent la capacité d’activer l’adélylate cyclase. Également, elles sont le substrat
d’une ADP-ribosylation catalysée par une toxine de Vibrio choiera. Cette modification
post-traductionnelle inhibe l’activité GTPasique de la protéine G résultant en une
protéine constitutivernent active (Neyes et al, 2002).
o
Domaine
alpha-hélice
G
Figure 7: Structure de la sous unité GŒj.
Les hélices alpha sont colorées en rose et tes feuillets bêta sont colorés en jaune. (Image adaptée de Protein
data Bank (PDB) de la protéine GŒ1 :1CIP)
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Tableau II: Classification des sous unités alpha de la protéine G
Massa sensibilité Distribution Effecteur
moléculaire (toxine)
(kDa)
Gs
Gas 46/44.5 ChoIera ubiquitaire AC
Gaolf 46 Choléra Cerveau/olfaction AC
G i/o
Gai-1 40.4 Pertussis ubiquitaire AC/K+
Gai-2 40.5 Pertussis ubiquitaire AC/K+
Gai-3 40.4 Pertussis ubiquitaire AC/K+
Gao-A 39 Pertussis Cerveau K+
Gao-8 39 Pertussis Cerveau
Gat-1 40 Pertussis Rétine PDE
Gat-2 40.5 Pertussis Rétine PDE
Gaz
Gal 1 ubiquitaire PLC-f3
Ga14 épithélium/Stromal PLC-13
Ga15 Myeloid PLC-3
Ga16 Myeloid PLC-f3
Gaq ubiquitaire PLC-13
G12!13
Ga12 ubiquitaire Channel Cl
Ga13
La classe Gi est composée de Gail, Gai2, Gai3, des deux isoformes rétiniennes Gati et
Gat2, des deux isoformes cervicales Gao-A et Gao-B et finalement se Gaz. Tous les
membres de cette famille contiennent un résidu cystéine en C-terminal sensible à ADP
ribosylation par la PTX (Neyes et al, 2002). Cette modification covalente irréversible
rend impossible la libération du GDP suite à la fixation d’un ligand sur un récepteur
couplé Gi. Le blocage des réponses cellulaires par la PTX a été un outil important pour
l’étude de l’implication des protéines Gi dans les processus de signalisation cellulaire.
Ainsi, il a été déterminé que la sous unité Gat active la GMPc phosphodiesterase de la
rétine, un effecteur majeur dans la vision chez les vertébrés (Neyes et al, 2002). Les
membres de la sous-famille Gai et Gao sont impliqués dans l’inhibition de l’adénylate
cyclase, dans la régulation de certains canaux ioniques et dans la régulation de la
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phospholipase C. Pour ce qui est de la sous unité GOEz, ses fonctions dans la signalisation
n’ont pas encore été élucidées (Neyes et ai, 2002).
La classe Gq contient cinq membres GOEI 1, GŒY4, GŒ15, GŒ16 et GŒq. Les membres de
cette classe ne sont pas des substrats pour la réaction ADP-ribosylation. GŒq est
responsable de la régulation de la classe f3 des phospholipase de type C (PLC- f3), qui est
impliqué dans l’accumulation inositol triphosphate (1P3) et de Ca2. GŒq et GOE1 1 sont
largement exprimés dans tous les tissus, contrairement aux autres membres qui sont
plutôt restreint à certains types cellulaires (Neyes et ai, 2002).
Finalement, la dernière classe de sous unité GŒ est composée de GŒ12 et GŒ13. Malgré
le fait qu’elles soient exprimées dans la majorité des tissus, la fonction de ces deux Ga
n’est pas clairement définie. L’expression et l’activation de Ga12 et GŒI3 dans des
cellules embryonnaires P19 en différenciation sont observées en réponse à l’acide
rétinoîque (Neyes et ai, 2002). La stimulation de récepteurs couplés à GŒ13 engage
l’activation sélective de la protéine kinase mitogénique Jun kinase (JunK). Finalement,
GŒ12 et GŒ13 semblent être impliquées dans la régulation du canal antiport Na7CF
(Neyes et ai, 2002).
Sous unité Gy
Les sous unités Gf3 et Gy peuvent être considérées comme un monomère parce que les
deux sous unités ne peuvent être dissociées sans dénaturation complète. La sous unité Gy,
une petite protéine de 9 kDa, est composée de deux hélices alpha, dont une hélice qui est
impliquée dans l’interaction avec Gf3 (Clapham et Neer, 1997). Il existe 13 isoformes de
Gy (voir Tableau II)
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Figure 8: Structure de la sous unité G131 (en bleu) et Gy2 (en vert).
(Image adaptée de Protein data Bank (PDB) de la protéine G chimérique GtJGi en complexe avec le dimère
Gf3y :1GOT)
La sous unité G3, une protéine d’environ 35 kDa, est constituée de deux régions
structurales distinctes, un segment N-terminal d’environ 20 acides aminés en alpha hélice
et le reste de la séquence impliqué dans la formation d’une structure particulière répétée 7
fois (Clapham et Neer, 1997). Cette séquence répétée est appelée ‘WD-repeat’ et elle
n’est pas unique à la sous unité G13. Plus d’une quarantaine de protéines possèdent un
motif ‘WD-repeat’. Ces protéines sont impliquées dans plusieurs phénomènes cellulaires
tel que la transduction des signaux, t’épissage des pré-ARNm, la régulation
transformationnelle, l’assemblage du cytosquelette et le transport de vésicules (Tam et ai,
1993) Le lien qui uni les membres de cette super famille est leur capacité à faire partie
d’assemblage macromoléculaire. Par conséquent, cette propension à former des
complexes protéiques s’avère être une part essentiel du fonctionnement des ces protéines
à WD-repeat. La structure cristalline révèle que la sous unité G13 est principalement
composée de feuillets-f3 arrangés en anneau. Chacun des ‘WD-repeat’ est formé de deux
dimères de résidus Tryptophane-Aspartate (WD) et de Glycine - Histidine (GH) séparé
par région variable de 40 acides aminés (Tam et ai, 1993). Chez l’humain, il existe cinq
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formes distinctes de sous unité Gf3 : GÇ31 à 5 (voir Tableau III). Pour chacune des sous
unités, sept ‘WD-repeat’ avec des régions variables distinctes permettant l’arrangement
en anneau. Cette forme en anneau expose deux surfaces distinctes (comme montré à la
figure 8). La fonction de ces surfaces n’est pas très bien caractérisée, mais elles
sembleraient être impliquées dans des interactions protéine-protéine. À la figure 8, il est
possible de voir une interaction entre la sous unité GŒ et l’une des deux surfaces
exposées par la sous unité Gf3.
Tableau HI: Classification de sous unités bêta et gamma de la protéine G
Masse Distribution
moléculaire
(kDa)
G
Gf31 35 ubiquitaire
Gf32 35 ubiquitaire
Gf33 35 ubiquitaire
GÇ34 35 ubiquitaire
G35
Gy
Gyl 8.4 Rétine
Gy2 7.3 Cerveau
Gy3 Cerveau
Gy4 ubiquitaire
Gy5 ubiquitaire
Gy6
Gy7 ubiquitaire
Gy8 olf
Gy9
GylO
Gyl 1
Gyl 2
Gyl 3
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Assemblage du dimère Gfry
Comme mentionné plus tôt, Gf3 et G’ forment un hétérodimère difficilement dissociable
bien que non covalent. Cette interaction se fait via un enroulement des parties N-terminal
de chacune des sous unités (voir figure 8). Contrairement à Ga et Gy, qu’il est possible
d’exprimer dans un système bactérien, la sous unité Gf3 demande une maturation
supplémentaire que les bactéries ne sont pas en mesure de produire (Mende et ai, 1995).
Des G13 compétents peuvent être synthétisés dans un système de réticulocyte de lapin
pour former des interactions Gf3y, mais seulement 30 à 50% des polypeptides formeront
des complexes. Ce faible pourcentage laisse croire que la synthèse de Gf3 pourrait être
régulée par une protéine chaperonnes (Mende et ai, 1995). Des résultats non publiés
montrent que suite à l’immunoprécipitation de hsp9o (90 kDa heat shock protein), seule
la forme non dimérique de G13 est coimmunoprécipitée et non le complexe Gf3y. Cette
observation démontre bien que la formation d’un dimère Gf3y fonctionnelle nécessite une
ou plusieurs protéines chaperonnes.
Figure 9: Cristallographie de la protéine Gt hétérotnmérique à l’état inactif.
(En bleu la sous unité alpha, en vert la sous unité bêta, en jaune la sous unité gamma et en
rouge le GDP. f igure tirée Hamm, 2001)
N
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Modifications lipidiques des protéines G
Pour remplir leurs fonctions, les protéines G, synthétisées dans le cytosol, doivent subir
une lipidation nécessaire à leur acheminement vers la membrane plasmique. Deux types
de modifications lipidiques réalisées dans la portion N-terminale de la sous unité Gcx ont
été décrites dans la littérature. Toutes les sous unités Ga subissent une palmitoylation,
mais les sous unités cxi, cxo et cxz sont également myristoylées. Les myristates, des
chaînes d’acide gras de 14 carbones, sont ajoutés directement lors de la synthèse des Gcx
et sont irréversibles et les palmitates, des chaînes d’acide gras de 16 carbones, sont
ajoutés post-traductionnellement à la protéine et leur attachement est réversibles (Evanko
et al, 2000). Dans le cas du dimère Gj3y, les sous unités Gyl, y9 et yl 1 sont modifiées par
un farnésyl, une chaîne d’acide gras de 15 carbones, suite à leur traduction. Pour les
autres G’y, un groupe geranylgeranyl, une chaîne d’acide gras de 20 carbones, est plutôt
ajoutée. La conséquence fonctionnelle de ces modifications différentes sur les sous unités
&y n’est, à ce jour, pas complètement résolue (Takida et Wedegaertner, 2003). La
fixation irréversible des groupements prényles s’effectue sur un résidu cystéine du motif
CAAX (ou C est une cystéine, A est un acide aminé aliphatique et X peut être différents
acides aminés) en C-terminal de la protéine (Gelb e. aï, 199$). La prénylation de la boite
CAAX est bien connue et se produit par un mécanisme en trois étapes: Suite à l’ajout de
groupement prényl, la partie AAX est protéolysée, puis le carboxylate terminal du résidu
cystéine est méthylé (Clarke, 1992). D’autres protéines prénylées, tel les petites GTPases
de la super famille Ras, requièrent un second signal pour être dirigées vers la membrane
plasmique. H-Ras et N-Ras possèdent un site de palmitylation en amont du motif CAAX.
K-Ras, quant à elle, possède une séquence de lysines polybasiques adjacentes au résidu
cystéine prénylé (Clarke, 1992). La mutation de ce second signal retient ces protéines
mutantes dans le réticulum endoplasmique. Contrairement aux petites GTPases, le dimère
Gj3y ne possèdent ni cystéine palmytoylée ni une séquence de lysines polybasiques pour
lui commander ce bon ciblage à la membrane plasmique.
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Il a été démontré dans la littérature que G3y n’est pas ciblé efficacement vers la
membrane plasmique lorsque exprimées transitoirement dans des cellules embryonnaires
de rein humain (FŒK293), mais qu’une co-expression avec Ga augmente le ciblage à la
membrane plasmique (Evanko et cd, 2001). Ceci laisse croire que l’information
nécessaire à un bon acheminement de G3y n’est pas uniquement dictée par le dimère,
mais que l’interaction avec Ga favorise ce ciblage. Par conséquent, Gajouerait le même
rôle que le second signal pour les protéines Ras pour l’acheminement du dimère G13y à la
membrane plasmique.
Phosphorylation des protéines G
La phosphorylation est un moyen largement employé pour moduler les activités des
protéines. Les protéines G sont phosphorylées par diverses kinases pour la régulation de
la signalisation membranaire. La première protéine G identifiée comme étant
phosphorylée est la sous unité Gaz (Carlson et aÏ, 1989). Cette phosphorylation, via
PKC, empêche la liaison avec Gf3y ainsi que l’interaction avec les protéines RGS
(Regulator of G-protein Signaling). En terme fonctionnel, l’inhibition de la liaison avec
les protéines régulatrises prolonge l’activité de Gaz. Certains autres résultats ont
démontré que Gai, Ga12 et Gat sont phosphorylées directement par PKC (Katada et ai,
1985, Zick et ai, 1986, Carlson et aÏ, 1989, Lounsbury et aÏ, 1991, Kozasa et aI, 1996 et
Daniel-Issakani et ai, 1989) ou indirectement par l’activation d’autre kinases (Strassheim
et aÏ, 1994).
La sous unité Gy12 est également un substrat de la PKC dans des essais in vitro ou en
cellules entières (Morishita et aÏ, 1995). &y12 est la seule des sous unités Gy à posséder un
motif SSK en N-terminal. Le premier résidu sérine du motif SSK est responsable de cette
phosphorylation. Une fois Gy12 phosphorylé, le dimère G3yi2 possède une meilleure
affinité pour la sous unité Gao (Morishita et ai, 1995). Ces évidences indiquent que la
phosphorylation des sous unités de la protéine G joue un rôle dans la fonction de ces
dernières.
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Activation et désactivation de la protéine G
Selon le modèle classique, l’activation du récepteur par son agoniste recrute la protéine G
hétérotrimère pour ainsi accélérer l’échange du GDP pour du GTP. Cet échange
GDP/GTP crée une scission de l’hétérotrimère en GŒ-GTP et Gf3y. Chacun de leur côté,
GŒ et Gf3y ont la capacité de réguler l’activité de différents effecteurs soit
indépendamment, en synergie ou de façon antagoniste (Gilman, 1987). Suite à
l’hydrolyse du GTP en GDP par GŒ, qui possède une activité GTPasique intrinsèque, le
complexe GŒJ3y se reforme et est prêt pour un autre tour d’activation par les récepteurs
(Gilman, 1987). L’activité GTPasique ainsi que la réassociation de GŒ à Gf3y sont
sujettes à plusieurs régulations par des protéines accessoires comprenant la famille des
RGS (regulators G protein signalling). Les RGS stimulent l’activité GTPasique de la
protéine Gct et favorise ainsi un retour rapide à l’état inactif (Koelle, 1997) Les G3y
peuvent également subir une régulation par des protéines accessoires. Par exemple, la
phosducin fixe le dimère GJ3y et l’empêche de se réassocier avec la sous unité GŒ.
A) État de base du système, la protéine G
hétérotrimérique est fixée à du GDP.
B) Activation de la signalisation par la
fixation d’un agoniste sur le récepteur. Il
s’ensuit un recrutement de la protéine G
et l’échange du GDP par du GTP sur la
sous unité GŒ.
C) Dissociation du récepteur et scission
de l’hétérotrimère en GŒ-GTP et Gfry qui
vont activer différents types d’effecteurs.
Figure 10: Schéma du modèle classique d’activation de la protéine G.
(image tiré du site internet
http ://www.medecine.unige.ch/--bertrandJcours1 /neurones/neurotran!metabo.html)
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De nouveaux résultats remettent en doute le mécanisme classique d’activation de la
protéine G par les RCPG. Chez la levure, la reproduction sexuée est régie par une
signalisation passant par un récepteur de type RCPG. Sous la forme haploïde, la levure
Saceharomyces cerevisiae exprime les gènes gpal, ste4 et stel8 qui traduisent
respectivement les protéines GŒ, G13 et Gy (Klein et aÏ, 2000). La fixation d’un
phéromone sur son récepteur active l’hétérotrimère et ainsi G3y stimule la voie de
signalisation responsable de l’accouplement (Klein et aÏ, 2000). Chez des levures
haploïdes stériles n’exprimant pas le gène ste4 (Gf3), une protéine de fusion entre STE4 et
GAP1 a été exprimée. Les résultats ont démontré que l’expression de cette protéine de
fusion active aussi bien la voie de l’accouplement que la co-expression des ces mêmes
protéines non fusionnées (Klein et aÏ, 2000). Également, des travaux réalisés par le
groupe de Lohse ont démontré, en utilisant la technique de transfert d’énergie de
fluorescence (FRET) que la protéine G n’est pas dissocié suite à l’activation de la
protéine G. Selon la position du fluorophore sur la sous unité G13, le transfert d’énergie
du donneur fusionné à GŒ vers l’accepteur fusionné à Gf3 est augmenté ou diminué.
(Bunemann et aI, 2003) Contrairement au mécanisme classique d’activation de la
protéine G, la dissociation de l’hétérotrimère en GŒ-GTP et Gf3y ne semble pas être
nécessaire à l’activation des voies de signalisation.
Dans le laboratoire du Dr Michel Bouvier, des résultats allant dans le même ordre d’idée
ont été obtenus lors d’études d’interaction protéine-protéine en temps réel. En utilisant la
technique de transfert d’énergie de bioluminescence (BRET), qui sera décrite en détails
ultérieurement, une interaction basale entre les RCPG et les protéines GŒ, G3 ou Gf3y a
été mesurée (Gales et ai, 2005). Suite à l’activation du récepteur par son agoniste, une
augmentation très rapide du signal BRET a été observée. Ces résultats indiquent que les
protéines G sont à proximité des RCPG et que la liaison d’un agoniste sur le récepteur
produit un changement de conformation qui modifie cette proximité. Par conséquent, les
RCPG ne recrutent pas les protéines G tel qu’établie par le modèle classique et surtout la
protéine G ne semble pas être dissociée du récepteur après son activation (Gales et al,
2005).
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Interaction entre les RCPG et les protéines G
Au niveau du récepteur, se sont les boucles intracellulaires qui sont responsables du
contact avec la protéine G. Il a été montré que pour le récepteur muscarinique m2, s’est
l’extrémité C-terminal de la boucle i3 qui est responsable de la spécificité d’interaction
avec le protéine Gi/o (Liu et al, 1996). Pour les récepteurs de la classe III, la boucle i2
serait plutôt l’élément de spécificité d’interaction à la protéine G. En effet, pour le
récepteur mGlu3, normalement couplé à Gi/o, le remplacement de la boucle i2 par celle
du récepteur mGlul, couplé à Gq/11, rend le récepteur chimère capable de signaliser
comme de la même façon qu’un récepteur couplé à Gq (Francesconi et Duvoisin, 199$).
Pour ce qui est de la boucle i3, elle est hautement conservée dans la classe III et joue un
rôle clé dans l’efficacité de couplage de la protéine G plutôt que ta sélectivité (Chang et
ai, 2000).
Au niveau de la protéine G, la sous unité GŒ et le dimère G13y semblent interagir avec le
récepteur (Hamm, 11998). La sous unité GŒ joue un rôle crucial dans la spécificité de
reconnaissance par les récepteurs. Lorsque ADP-ribosylé par la PTX, le résidu cystéine
en position -4 de GŒi, GŒ0 et GOEt, entraîne un découplage de la protéine G du récepteur
(Umemori et ai, 1997). La sous unité GŒq possède plutôt un résidu tyrosine en position -
4 qui doit être phosphorylé pour un couplage efficace avec les récepteurs (Umemori e. aï,
1997). De plus, il est possible de réaliser une sous unité GŒq chimérique avec les cinq
derniers résidus de GŒi, de GŒo ou de GOEt. Lorsque cette protéine GŒq chimérique est
co-exprimée avec des récepteurs normalement GŒi, une activité Gaq est mesurée suite à
la stimulation du récepteur par son agoniste (Blahos et ai, 199$).
Le dimère Gf3y est aussi en interaction avec le récepteur. Les soixante résidus C
terminaux de Gf3 interagissent avec la même région sur le récepteur Œ2-adénergique que
la sous unité GŒo (Taylor et aI, 1996). Finalement, l’extrémité C-terminal de Gy serait en
contact avec le récepteur lors de son activation (Ernst et ai, 2000).
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Dimérïsation des récepteurs et implication de cette dimérïsation dans le
couplage avec la protéine G
Des expériences biochimiques de ‘western blots’ et de co-immunoprécipitations ont
confirmé la nature oligomérique des RCPG. Des ‘western blots’ réalisés à partir de
membranes de cellules sur-exprimant des RCPG révèlent des bandes dont la taille est un
multiple de celle du monomère, en particulier un bande dont la taille est deux fois
supérieur à celle d’un monornère (Hebert et ai, 1996). Des expériences de co
immunoprécipitations des récepteurs avec deux d’étiquettes antigéniques ont confirmé
que les bandes de taille élevées sont bien des oligomères de récepteurs et non une
interaction avec d’autres protéines (Bai, 1998). Également, des études avec les techniques
de BRET (Angers et aÏ, 2000) et de FRET (McVey et aÏ, 2001) en cellules vivantes ont
confirmé les observations faites avec les techniques biochimiques.
Le paradigme d’activation de la protéine G par les RCPG stipule que les interactions
entre ces deux partenaires ont une stoechiométrie 1 :1 (Boume, 1997). En considérant
que les récepteurs forment des oligornères, la stoechiométrie est-elle d’un dimère activant
une protéine G ou chacun des protomères du dimères active leur propre protéine G? La
surface cytoplasmique de la rhodopsine est environ deux fois supérieure à celle de la
protéine G hétérotrimérique (Palczewski et ai, 2000). Il serait donc possible de placer
deux monomères côte à côte pour couvrir entièrement la protéine G. Ceci représente des
observations faite sur la superposition des cristaux de la rhodopsine et de la protéine G
hétérotrimérique. Également des résultats expérimentaux confirment la possibilité d’avoir
un dimère interagissant avec une protéine G. Un peptide dimèrique de la boucle i3 du
récepteur Œ2-adrénergique est 10 à 20 fois plus efficace à compétionner l’activation de
GŒi que le même peptide monomérique. (Wade et aÏ, 1994). Ainsi, la protéine G
reconnaît plus facilement un dimère de boucle i3 qu’un monomère. De même, il a été
démontré que cette boucle i3 contacte à la fois une l’extrémité N-terminal de la GŒ et le
C-terminal de Gf3 (Taylor et aÏ, 1996). Il reste encore beaucoup de travail à effectuer dans
ce domaine afin de conclure sur cette question. Le présent mémoire sert à mettre au point
des outils efficaces pour répondre à la question de l’utilité de la dimérisation pour
l’interaction avec la protéine G, via l’utilisation des techniques de transfert d’énergie de
résonance de bioluminescence (BRET) ou fluorescence (FRET).
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Transfert d’énergie de résonance non radiative
Présentement, des nouveaux outils de détection d’interaction protéine-protéine sont
disponibles. Certaines de ces techniques biophysiques exploitent les phénomènes de
BRET et de FRET. Le principe du BRET et du FRET se base sur un transfert d’énergie
de résonance non radiatif entre une molécule donneuse d’énergie et une molécule
accepteuse d’énergie. Les dipôles électriques du couple donneur/accepteur doivent être
dans une orientation permissive (Angers et aÏ, 2000). De plus, il doit y avoir un
recouvrement entre les maximums d’excitation du l’accepteur et d’émission du donneur
pour obtenir un transfert d’énergie non radiatif spontané. L’efficacité du transfert
d’énergie dépend de la distance qui sépare le donneur et l’accepteur. Cette efficacité est
inversement proportionnelle à sixième puissance de à la distance entre le donneur et
l’accepteur. Donc un faible changement dans la distance entraînera un grand changement
de transfert d’énergie mesuré. (Angers et ai, 2000) et autre meilleur ref
Pour le FRET, le donneur et l’accepteur d’énergie sont des protéines fluorescentes (GFP)
fusionnées à des protéines d’intérêt surexprimées dans des cellules vivante. Pour le
BRET, l’accepteur est une protéine fluorescente similaire à celle du FRET, mais le
donneur est remplacé par une enzyme bioluminescence (Salahpour et aI, 2000). Le FRET
et le BRET sont des techniques de choix pour l’étude des interactions protéiques in vivo
puisque l’efficacité du transfert d’énergie dépend de la distance entre l’accepteur et le
donneur. Par conséquent, seules deux protéines interagissant approcheront l’accepteur et
le donneur de façon à transmettre efficacement l’énergie (Salahpour et aÏ, 2000). Cette
propriété permet donc à ces techniques de discriminer entre deux protéines en interaction
et deux protéine n’interagissant pas ensemble. De plus, les protéines fusionnées à
l’accepteur ou au donneur peuvent être surexprimées en cellules et l’interaction entre les
deux protéines de fusion peut être suivit en temps réel. Ceci est vrai à la seule condition
que les fusions de la molécule donneuse ou accepteur d’énergie ne perturbent pas la
fonction ou la localisation des protéines d’intérêt.
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Bioluminescence
Aujourd’hui en biochimie, le phénomène de bioluminescence est un outil largement
utilisé dans des systèmes rapporteurs ou dans des méthodes analytiques extrêmement
sensibles. La bioluminescence est également utilisée dans l’étude d’interactions protéine-
protéine, qui fait intervenir un transfert d’énergie de la luciférase à une protéine
fluorescente tel la GfP, le BRET. Cette technique sera expliquée en détails
ultérieurement.
La bioluminescence est un phénomène naturel retrouvé dans plusieurs organismes
distincts tel certaines bactéries, la Cnidaria (Coelenterates), la luciole, les Dinoflagellés et
certains types de ver. Cette production de lumière est la résultante de l’oxydation de la
luciférine, le substrat d’une photoprotéine appelée luciférase (Wilson et Hastings, 1998).
Chez certaines bactéries, cette lumière est produite continuellement par une multitude de
flashs d’une durée de 0.1 à 1 seconde. Ceci demande un contrôle efficace de l’activité de
la luciférase et pour ce faire la luciférine est séquestrée, puis rapidement mobilisée
(Wilson et Hastings, 1998). Chez les organismes eucaryotes, la production de cette
lumière est régulée par différents mécanismes de contrôle spécifique à chaque espèce.
Pour les vers et les lucioles, les luciférases sont séquestrées dans des organelles provenant
soit de la modification du réticulum endoplasmique soit des peroxisomes respectivement
(Wilson et Hastings, 1998). Les Dinoflagellés possèdent plutôt une structure
cytoplasmique responsable de l’emmagasinage des luciférases. Dans cet organisme, les
flashs lumineux sont générés par une modification rapide du pH au sein de l’organelle
activant ainsi la luciférase (Wilson et Hastings, 199$). Finalement, les Coelenterates vont
plutôt utilisés la mobilisation du calcium pour réguler cette production de luminescence
(Wilson et Hastings, 1998).
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Luciférase
Dans le BRET, la protéine donneuse d’énergie est une enzyme bioluminescente, la
luciférase. La séquence en acides aminés des luciférases est typiquement différente d’un
organisme à l’autre et elles peuvent être classifiées en trois grandes catégories selon
l’organisme dont elles proviennent; les lux représentant la classe des bactéries, les luc
pour les organismes luciole et finalement les lcf pour les dinoflagellés (Wilson et
Hastings, 1998). Le mécanisme de production de lumière ainsi que le type de substrats
utilisés varie également d’une espèce à l’autre. La luciférase la mieux caractérisée est
celle de la luciole. Cette luciférase est une protéine monomérique de 62 kDa qui a été
cristallisée. Le cristal révèle la présence de deux domaines distincts, un large domaine N-
terminal et un petit domaine C-terminal tous deux reliés par une hélice de quatre résidus
flexibles. L’interjection des deux domaines est caractérisée par un domaine à activité
ATPasique (Conti et aÏ, 1996). Afin de produire de la lumière la luciférase catalyse la
condensation de la luciférine (benzothiazoyl-thiazole) en présence de l’ATP et de Mg2.
Cette réaction requière la formation d’un intermédiaire dioxetanone riche en énergie. Cet
intermédiaire est le produit de la réaction entre un adénylate et de l’oxygène puis de la
cyclisation d’un peroxyde. Le brie du dioxetanone libère environ 50 kcal/mol, l’énergie
nécessaire à la génération de l’état excité de l’oxyluciférine. Au final, environ un photon
sera généré par oxydation de luciférine. La couleur produite varie du vert à l’orange en
fonction de la structure tridimensionnelle du site catalytique (McElroy et DeLuca, 1985).
Pour leur part, les coelenterates font intervenir un intermédiaire dioxetanone pour la
production de lumière, mais sans utiliser l’ATP. La Réniila reniformis, une pensée de
mer, utilise un mécanisme nécessitant quatre protéines différentes et la mobilisation du
calcium pour l’oxydation de la luciférine nommée plus spécifiquement coelenterazine
(Wilson et Hastings, 1998). D’abord, une sulfokinase enlève un sulfate d’une
coelenterazine-sulfatée. Cette coelenterazine-sulfatée est un intermédiaire dans la
biosynthèse de la coelenterazine et serait sa forme de réserve. Une fois désulfatée, la
coelenterazine interagit avec une protéine de 18.5 kDa qui possède trois sites du liaison
au calcium (Wilson et Hastings, 1998). En présence de calcium, la protéine libère les
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coelenterazines qui seront alors disponible pour réagir avec la luciférase, protéine
monomérique de 36 kfla. La quatrième protéine, la Renilla GFP n’est pas nécessaire à la
production de lumière, mais elle modifie plutôt la couleur émise (Wilson et Hastings,
199$). Cette GFP, lorsque fixée à la luciférase, va capter l’énergie produite par la Renilla
Luciférase et la réémettre à une autre longueur d’onde. En absence de Renilla GFP, la
luciférase, liée à une coelenterazine, va émettre une couleur bleutée (longueur d’onde
près de 480 nm). Lorsque la Renifla GFP est présente, la couleur émise est plutôt verdâtre
(longueur d’onde près de 509 nm) (Wilson et Hastings, 199$). Ce transfert d’énergie est à
la base de la technologie BRET.
Finalement, chez les dinoflagellés, l’algue unicellulaire responsable de la
phosphorescence de la mer, le GonyauÏaxpotedra est le plus étudié (Wilson et Hastings,
1998). La luciférine des dinoflagellés est un dérivé de la chlorophylle et elle est très
sensible à l’auto-oxydation. Cette auto-oxydation ne produit pas de lumière, mais en
présence de luciférase, la luciférine va produire de la lumière. Ce phénomène n’est pas
très bien résolu jusqu’à présent (Wilson et Hastings, 1998). Deux protéines sont requises
pour la production de bioluminescence des Gonyanlax. La première est une protéine
dimérique de deux sous unités identique de 75.5 kDa qui fixe la luciférine. À pH
physiologique cette protéine séquestre les luciférines (LBP) pour ainsi les protéger de
l’auto-oydation. La deuxième protéine est la luciférase (LCF) une protéine de 137 kDa
inactive à un pH physiologique (Wilson et Hastings, 1998). Ces deux protéines et la
luciférine sont retrouvées dans des organelles spécialisées appelées scintillons. Lorsque le
pH des scintillons devient plus acide, les luciférines sont relargées de la protéine LBP est
peuvent être oxydées par la luciférase. La bioluminescence produite est faible avec un
maximum d’émission à 470 nm (Wilson et Hastings, 199$).
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GFP (Green fluorescent protein)
La bioluminescence de la méduse Aecjuorea victoria est le produit du transfert d’énergie
entre 1’ aequorin, une photoprotéine dépendante du calcium, et une protéine fluorescence
verte (GFP). Suite à son clonage en 1992 par le groupe de Cormier, plusieurs variantes de
cette GfP sont maintenant disponibles (Prasher et al, 1992). La GfP native possède deux
pics d’excitation, un majoritaire à 395 nm et l’autre situé vers 475 nm. Une fois excitée,
la GfP native réémet de la lumière à 509 nm (Heim et ai, 1994). Le groupe de falkow a
généré des mutants de la GFP native pour ainsi créer la EGfP qui permet d’avoir un seul
pic d’excitation à 48$ nm, sans modifier la longueur d’onde d’émission. Une
fluorescence de 4 à 35 fois supérieure à la forme native est constatée avec ce mutant
(Courmack et ai, 1996). De ce mutant ont découlé plusieurs autres protéines GFP avec
des caractéristiques différentes (voir tableau IV). Par exemple, en ajoutant d’autres
mutations à la séquence EGFP, il est possible d’obtenir des GFP qui réémettent la
lumière dans le bleu (EBfP), dans le cyan (ECFP) ou dans le jaune (EYFP). Il est
également possible de générer des mutations éliminant plutôt le pic d’excitation à 475 nm
et en gardant le pic principal à 395 nm, comme la GFP2 de chez BioSignal PerkinElmer.
Également, dans la nature, le corail Discosoma exprime une chromoprotéine tétramérique
responsable de la coloration rouge du corps. Cette protéine fluorescente émet de la
lumière à une longueur d’onde de 583 nm.
La GfP est une protéine de 238 acide aminés, dont les résidus 7 à 229 sont essentiels
pour permettre la fluorescence. La cristallographie de cette protéine à révéler une
structure en forme de baril avec 11 feuillets-p (Ormo et ai, 1996). Cette structure fourni
un environnement propice à la fluorescence du chormophore suite à son excitation. Le
chromophore est principalement formé par la cyclisation des résidus Ser65 (ou Thr65)-
Tyr66-Gly67. Cette cyclisation est la résultante d’une réaction post-traductionnelle
d’oxydation qui requière de l’oxygène (Ormo et aÏ, 1996). La formation de ce
chromophore est l’étape limitante de la maturation de la GfP et est sensible à plusieurs
facteurs environnementaux (Tsien, 1998).
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Tableau W : Liste des GFP disponibles et leurs caractéristiques
Nom Mutations abs (nm) em (nm) Remarque
GFP native 395 et 475 509 Aecjuorea victoria
EGFP F64L, S65T, H231 L 488 507-509 Clontech; BRET1
GFP2 F64L, Y100F, S1O8T, 400 510 BioSignalM141L, 1219V, H231L PerkinElmer; BRET2
F64L, Y100F, S1O8T
GFP1O M141L, S147P, S202F, 400 510 Sourc inconnue;
121 9V, H231L
EYFP 565G, V68L, S72A, T203Y, 515 528 Clontech; BRET1
Meilleur repliement et
Venus EYFP: F46L, F64LM153T, 515 528 maturationV163A, S175G Fluorescence
amplifiée BRET1
DsRed 558 583
EBFP 360 440
ECFP 434 477
La GfP mature est une protéine exceptionnellement résistante à la chaleur (Tm = 70°C),
aux détergents, aux solvants organiques, aux sels chaotropiques, aux protéases communes
(sauf à la pronase) et aux pH alcalins (Tsien, 1998). Toutefois plusieurs facteurs
environnementaux et cellulaires peuvent influencer l’efficacité de fluorescence de la
GFP. Cette protéine est relativement stable face aux modifications de pH. Dans une
fourchette entre 7 et 11.5, la EGFP possède une capacité de fluorescence non altérée,
mais dans des pH plus acides la fluorescence est diminuée (Tsien, 199$).
Malgré le fait que cette protéine mature possède une thermostabilité importante, la
formation du chromophore est sensible à la température. Lorsque des cellules
mammifères exprimant de la GfP native sont maintenues entre 30-33°C plutôt qu’à 37°C,
la fluorescence est plus importante (Tsien, 1998). Pour ce qui est de la EGfP cette
thermosensibilité est diminuée, car les mutations retrouvées dans cette protéine
augmentent l’efficacité de repliement et de formation du chromophore.
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Transfert d’énergie de résonance de bioluminescence (BRET)
Le BRET est un phénomène naturel qui se produit chez certains êtres vivants, tel la
ReniÏÏa renformis et la Aequorea victoria. Chez ces organismes, l’enzyme luciférase
effectue une dégradation oxydative de son substrat générant ainsi de la lumière. Lorsque
la luciférase est fixée par des protéines accessoires GfP, l’énergie de résonance de
bioluminescence est transférée à la GfP qui réémettra cette énergie à une autre longueur
d’onde (Xu et aÏ, 1999). Ce transfert d’énergie de la luciférase à la GFP est dépendant de
plusieurs facteurs, tels que l’orientation des deux protéines, ainsi que de la distance qui
les sépare. Pour avoir un transfert d’énergie efficace, les protéines doivent être à une
distance maximal de 100Â (Xu et aÏ, 1999). À une distance supérieure, l’énergie de
résonance ne peut être transférée à la GFP. L’efficacité de transfert d’énergie est
déterminée par le rapport de la lumière provenant de la GFP sur la lumière produite par la
luciférase.
Ce transfert d’énergie a été mis à profit dans l’étude d’interaction protéine-protéine. Xu et
aï ont démonté l’homodimérisation de kaiB, une protéine impliquée dans cycle circadien,
par l’utilisation des protéines de fusion luciférase et GfP. Lorsque les protéines kaiB-Luc
et kaiB-EYFP ont été exprimées dans des bactéries, un transfert d’énergie BRET a été
mesuré (Xu et aï, 1999). Ce transfert d’énergie témoigne de la proximité des deux
protéines d’intérêt. Cette approche a été réutilisée pour étudier de la dimérisation du
récepteur 32-adrénergique (2AR) par le groupe de Dr. Bouvier (Angers et ai). Après
avoir co-exprimées les protéines de fusion F32AR-Luc et f32AR-GFP dans un système
d’expression hétérologue de mammifères, ils ont observé un transfert d’énergie à l’état
basal. Ces résultats ont permis de poser l’hypothèse que le récepteur f32AR pouvait être
retrouvé dans les cellules sous forme d’oligomère et ce très tôt dans sa maturation.
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Figure 11: Superposition du spectre de luminescence et de fluorescence des deux
générations de BRET.
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Deux générations de BRET sont présentement disponibles. La première génération
développée utilise une protéine EYFP, la luciférase et coelenterazine H comme substrat
(voir figure 1 lA). La bioluminescence produite par la luciférase possède un maximum
d’émission à environ 475 nm. La EYFP de son côté possède un maximum d’excitation à
512 nm. Par conséquent, le recouvrement des spectres du donneur et de l’accepteur n’est
pas optimal, ce qui résulte en une moins bonne efficacité de transfert d’énergie. Pour
pallier à ce problème, la compagnie Packard a développé un nouveau substrat
coelenterazine, la DeepBlueC, qui pennet d’avoir un maximum d’émission de 420 nm
(voir figure 1 lB). De plus, l’utilisation de la GfP2 qui possède un maximum excitation
près de 400 nm comme accepteur d’énergie permet un meilleur recouvrement entre le
spectre d’émission de la DeepBlueC et le spectre d’excitation de la GFP2. Selon la théorie
du transfert d’énergie de résonance, meilleur est le chevauchement des spectres entre le
donneur et l’accepteur d’énergie, meilleur est le transfert. Non seulement le spectre de
recouvrement est meilleur avec la génération 2, mais la séparation entre les spectres
d’excitation et d’émission de la GfP2 est plus important, ce qui facilite leur détection.
Comme l’efficacité de transfert d’énergie est le ratio entre la réémission de lumière
produite par la GfP et celle produite par la luciférase, il est important de pouvoir bien les
distinguées.
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Transfert d’énergïe de résonance de fluorescence (FRET)
La technique de transfert d’énergie de résonance de fluorescence (FRET) est également
utilisée pour suivre la formation d’interactions protéiques. Tout comme pour le 3RET
cette technique exploite le rapprochement d’une protéine donneuse d’énergie avec une
protéine accepteuse d’énergie. Ce transfert d’énergie répond aux mêmes exigences que le
BRET. La distance entre les partenaires ne doit pas excéder iooÂ et l’orientation
dipolaire des fluorophores doit être permissif pour le transfert d’énergie. Le couple de
fluorophores principalement utilisé est la CFP comme donneur et EYFP comme
accepteur d’énergie. La CFP possède un pic d’émission à 488 nm qui est en mesure de
transférer son énergie à la EYFP possédant un pic d’excitation à 512 nm. Le maximum
d’émission de la CFP n’est pas exactement à la même longueur d’onde que l’excitation
de la EYFP, mais les deux pics se chevauchent de sorte que la EYFP est allumée par la
CFP à courte distance.
Le principal avantage de cette technique est la possibilité de la combiner avec la
puissance de la microscopie pour ainsi localiser les interactions protéiques en cellules
vivantes. Également, le couplage à la microscopie permet de suivre la cinétique et le
mouvement de ces interactions. Son principal désavantage est l’excitation croisée des
fluorophores. Ainsi, lors de l’excitation du donneur d’énergie, une faible stimulation de
l’accepteur est possible. Cette stimulation doit être prise en compte dans l’analyse des
résultats. Pour chacun des couples de protéines étudiés, des contrôles serrés doivent être
introduits pour corriger les valeurs afin d’éliminer tout trace de contamination. Pour ce
faire, la mesure croisée de chacun des fluorophores doit être effectuée en utilisant les
paramètres de l’autre fluorophore (Cardullo et Parpura, 2003).
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Objectîfs du projet de maîtrise
Au moment de débuter ce projet de maîtrise, plusieurs évidences permettent de croire que
les récepteurs forment des dimères très tôt dans leurs maturations, mais également que
ces récepteurs en maturation possèdent la capacité d’interagir avec d’autres protéines
impliquées dans la signalisation.
1- Valider la possibilité de mesurer l’interaction protéine G hétérotrimérique /Récepteur
en BRET ainsi que de certifier de la possibilité de mesurer plus d’une interactions
protéiques au sein de la même cellule en utilisant le BRET’ et le BRET2 conjointement
2- Mesurer l’impact de la dimérisation sur l’interaction de la protéine G hétérotrimérique
avec les sous type du récepteur du GABA ainsi que le l’effet de la modulation de cette
interaction par la stimulation du récepteur par un agoniste spécifique.
3- Localiser les interactions entre les récepteurs et la protéine G hétérotrimérique au sein
de la cellule.
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Chapitre II : Matériels et Méthodes
n
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Matériels
Culture cellulaire
HEK293T (BCM3) (Département de Biochimie)
DMEM (Wisent Inc.)
Solution EDTA/trypsine (Wisent Inc.)
Sérum fétal de boeuf (Wisent Inc.)
Antibiotique mixte 1OX pénicilline (1000 unité/mL)
et streptomycine (1 mg/mL) (Wisent Inc.)
Glutamine (Wisent Inc.)
Plaque 6 puits de culture cellulaire (falcon)
Pétri 150X25 mm
Pétri 100 mm
PBS (Sigma)
BSA (Sigma)
EDTA (Sigma)
Transfection
Lipofectamine2000 (Invitrogen)
Polyéthilènimine (PEI) (Poly Science)
NaCI (Sigma)
HEPES (Sigma)
CaCl2 (Sigma)
Na2HPO4 (Sigma)
BRET et FRET:
Plaque 96 puits à fond blanc (Optiplate, PerkinElmer)
Plaque 96 puits à fond transparent (Costar)
Coelenterazine H (Molecular Probes)
DeepBlueC (PerkinElmer)
GABA (CalBiochem)
AVP (Sigma)
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ELISA:
Anticorps anti-myc 9E10 (Installation du Département de
Biochimie)
Plaque 12 puits de culture cellulaire (Falcon)
Anticorps anti-souris de Chèvre
conjugué Horseradish Peroxydase HRP (Amersham)
SuperSignal ELISA Femto (Pierce)
Appareil de mesure:
Fusion-Œ (PerkinElrner)
Topcount NXT (BRETCount) (PerkinElmer)
FluoroCount (PerkinElmer)
LumiCount (PerkinElmer)
FlexStation (Molecular Devices)
Spectrophotomètre (Eppendort)
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Constructïons
Tous les plasmides utilisés dans ce mémoire ont été clonés dans pcDNA3.1 et
proviennent de différentes sources. Les plasmides du récepteur du GABA sont originaire
de chez GlaxoSmithKline soit:
myc-GAB ABRi b
myc-GAB ARl b-EVFP
myc-GAB ABRi b-GFP2
myc-GAB ABRi b-hRluc
HA- GABABR2
HA-GAB ABR2-EYFP
HA-GABABR2- GFP2
HA-GABAnR2-hRluc
Certains plasmides ont été obtenus de chez BioSignal PerkinElmer
G131 natif
G131 -hRluc
G131-GFP2
Gy2 natif
Gy2-hRluc
Gy2-GFP2
Finalement certaines constructions ont été fournies par différents membres du laboratoire
du Dr Michel Bouvier:
V2R-EYFP
6—opioide
CCKb
3-arrestine-hRluc
GŒ1 -hRluc
132AR-hRLuc
CRLR natif
CRLR-EYFP
RAIvlPnatif
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Méthodes
Culture cellulaire
Les cellules HEK293T sont cultivées en monocouche dans du milieu DMEM (Dulbecco
modified eagle medium) auquel est ajouté 10% de sérum fétal bovin, 100 unité/mL de
pénicilline, 100 p.g/rnL de streptomycine et lmM glutamine. Selon les besoins, des pétris
de 150 mm, des de 100 mm, des plaques de 6 puits ou des plaque de 12 puits ont été
utilisées. Les cellules sont placées dans un incubateur à 37°C avec un mélange 95% air et
5% C02.
La journée de la transfection, les cellules ont été décollées à l’aide d’une solution
trypsine/EDTA, puis reprises dans un volume de DMEM. Par la suite, la densité optique
(DO6oot,,,) a été prise sur un spectrophotomètre à 600 nm afin de quantifier le nombre de
cellules. Pour ce faire, la D06001,m a été multipliée par 1 673 000, cette valeur ayant été
déterminée à l’aide d’une courbe standard utilisant une gamme de concentration de
cellules HEK293T comptées à l’hémacytornètre et reportée en fonction de la D0600nm
obtenue. Pour une transfection dans une plaque de 6 puits, 400 000 cellules ont été
distribuées par puits alors que 3 000 000 cellules ont été plutôt introduites dans un pétri
de 100 mm. Les cellules ont été replacées dans l’incubateur de quatre à six heures afin de
leur permettre d’adhérer à la surface de la plaque, puis elles ont été transfectées.
Transfection
Les cellules HEK293t ont été transfectées selon trois protocoles différents. Le premier
fait intervenir une précipitation de l’ADN avec du Ca2 en présence d’un tampon
phosphate. Ce protocole est une modification de celui décrit par Mellon (Mellon et ai,
1981). Pour une plaque de 100 mm, 20 tg d’ADN total ont été dissous dans 500 pi de
CaCI2 2.5 mM. Puis 500 pi d’une solution 005M HEPES, 0.28M NaC1 et 1.5mM
Na2HPO4 a été ajoutée goûte à goûte à la solution d’ADN. Le mélange a été bien agité
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puis incubé deux minutes à température ambiante. Le précipité ainsi formé a été déposé
sur les cellules et le tout a été incubé 24 heures à 37°C. Le milieu de culture a été
remplacé par du milieu frais et les cellules ont été incubées 24 heures additionnel avant
d’être décollées dans du PBS/ 1mM EDTA, puis diluées à 1000 cellules/iL.
La seconde méthode fait intervenir la fixation de l’ADN sur du polyéthinèleinirne (PEI).
Le complexe ADN/PEI passe la membrane plasmique, ce qui transporte l’ADN à
l’intérieur des cellules. Le ratio optimal PEI/ADN, en ig pour chacun des composés, est
de 3 pour 1. Par conséquent pour une plaques 6 puits, 12 tg de PEI ont été mélangés à 4
tg d’ADN total dans un volume final de 200 fiL, puis incubés 15 minutes à température
ambiante. Le complexe ADN/PEI a été déposé sur les cellules et le tout a été incubé 24
heures à 3 7°C. Le milieu a été changé et les cellules décollées de la même façon que pour
le protocole de phosphate de calcium.
Finalement, la troisième méthode fait intervenir la complexion de l’ADN avec un
lipofectant commercial (Lipofectamine2000). Le protocole utilisé est celui décrit dans le
manuel d’instruction du produit où l’on conseille d’utiliser un ratio de 3 i.tL de
Lipofectamine2000 par tg d’ADN. Par conséquent, pour une plaque 6 puits, 6 j.tL de
Lipofectarnine2000 ont été mélangés à 2 tg d’ADN total dans un volume final de 200
pL, puis incubés 15 minutes à température ambiante. Le complexe
ADN/Lipofectamine2000 a été déposé sur les cellules et le tout incubé 4$ heures à 37°C
avant l’analyse. Les cellules ont ensuite été préparées comme pour les autres protocoles.
Spectre de fluorescence et luminescence des coelenterazines
Pour réaliser les spectres d’excitation et d’émission des différents substrats de
coelenterazine (coelenterazine H et DeepBlueC), 5 iM de substrat plus 100 000 cellules
HEK293t ont été placées dans un puit d’une plaque 96 puits à fond transparent (Costar).
Pour mesurer le spectre d’excitation, le spectrofluorimètre de type FlexStation
(Molecular Devices) a été programmé pour prendre des mesures de fluorescence toutes
les cinq nanomètres entre 380 nm et 500 nm en maintenant la longueur d’onde
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d’émission fixe à 50$ nm. Pour le spectre d’émission, la fixation de la longueur d’onde
d’excitation a été déduite des résultats du spectre d’excitation fait préalablement. Un
balayage des longueurs d’onde comprises entre 480 nm et 620 nm a été effectué pour une
excitation fixe à 430 nm. Pour effectuer les spectres de luminescence de la coelenterazine
H et de la DeepBlueC, 5 .tM des différents substrats et 100 000 ou 1 000 000 cellules par
puit ont été utilisés. Le FlexStation a été programmé à prendre des mesures de
luminescence tous les cinq nanornètres entre 380 nm et 600 nm. Les différents spectres
ont été corrigés en pourcentage de la longueur d’onde ayant une intensité maximale et
compilés sur un seul graphique pour chacun des substrats.
Essai de transfert d’énergie de bioluminescence (BRET)
Afin de mesurer le niveau de transfection des cellules, la fluorescence et la luminescence
ont été effectuées. Pour la fluorescence, 100 000 cellules ont été mises dans une plaque
96 puits à fond transparent (Costar). Les mesures ont été prises dans un fluorimètre de
type FluoroCount (PerkinElmer), avec des filtres d’excitation!Émission de 400nm15l0nm
pour la GFP2 et 4$Onml53Onm pour la EYFP. Pour la luminescence, 100 000 cellules ont
été additionnées à 5 j.tM de coelenterazine H dans une plaque 96 puits à fond transparent
(Costar), incubées 10 minutes puis mesurées dans un luminomètre de type LumiCount
(PerkinElrner). Les valeurs obtenues pour la fluorescence et la luminescence de chacun
des échantillons ont été utilisées pour calculer le ratio GFP/Luc. Ce ratio a été utilisé pour
l’axe des x dans les graphiques de titration,
Pour la mesure du BRET, 100 000 cellules ont été ajoutés par puit dans un volume finale
de 90 iL dans une plaque blanche 96 puits à font opaque (Optiplate de PerkinElmer). 10
1iL de substrats coelenterazine H (Molecular Probe) ou DeepBlueC (Biosignal
PerkinElmer) utilisé pour les BRET de génération 1 et de génération 2 respectivement ont
été ajoutés pour atteindre une concentration final de substrat de 5 jiM. Le mélange
cellules/coelenterazine a été incubé une minute avant d’être mesuré. Pour le BRET de la
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génération 1, la mesure des échantillons a été effectuée avec un lecteur de microplaques
de type Fusion-Œ (PerkinElmer) en mode luminescence. Cette acquisition de
luminescence s’opère en deux temps. Premièrement, la lumière produite par la luciférase
(donneur d’énergie) a été captée avec un filtre à 470 nm avec une bande passante de 60
nm, tandis que la mesure de la lumière résultant du transfert d’énergie à la GFP
(accepteur d’énergie) a été mesurée avec un filtre à 530 nm avec une bande passante de
40 nm. Pour ce qui est du BRET de la génération 2, l’appareil de mesure utilisé a été un
TopCount modifié pour le BRET2. Le filtre utilisé pour la mesure de la luciférase a été de
410 nm avec une bande passante de 80 nm et pour la mesure de la GFP2, un filtre de 515
nm avec une bande passante de 30 nm a été utilisé. Le signal BRET a été obtenu en
divisant la mesure du filtre de l’accepteur par celle du filtre du donneur d’énergie. Cette
valeur est la somme de deux phénomènes, la contamination de la lumière émise par la
luciférase dans le filtre de l’accepteur (signale de base obtenu lorsque les constructions
luciférase sont exprimées seule) et le transfert d’énergie du donneur vers l’accepteur.
Afin d’avoir uniquement le transfert d’énergie, il est possible de corriger le signal BRET
en soustrayant la contribution de la contamination par la luciférase seule. Pour ce faire,
nous soustrayons la valeur de BRET obtenue d’un échantillon où les cellules expriment
uniquement de la luciférase à toutes les autres valeurs de la courbe pour obtenir
uniquement le transfert d’énergie. C’est cette valeur de BRET corrigée qui est utilisée
pour tous les graphiques de la partie résultat sauf un où nous avons applique une
deuxième correction. Pour la comparaison des trois techniques de transfert d’énergie
(BRET’, BRET2 et FRET), nous avons dû corriger les deux axes du graphique afin de
pouvoir réaliser cette comparaison, car ces trois techniques n’ont pas exactement les
mêmes unités. Pour la figure 12, nous avons corrigé les résultats en considérant que le
point maximum de chacune des trois techniques de transfert d’énergie était le 100% et
ainsi mettre les autres points en pourcentage de ce point maximum.
Afin de déterminer le maximum de signal BRET entre deux partenaires, une courbe de
titration de la protéine fusionnée à l’accepteur a été effectuée. L’établissement de cette
titration nécessite la transfection de quantités croissantes de plasmide de l’accepteur avec
une quantité constante du donneur. Pour ce qui est des essais de modulations par
l’agoniste, les cellules ont été mises deux minutes en présence de différentes
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concentrations d’AVP pour le récepteur V2R et de lOmM de GABA pour le récepteur du
GABA, puis le substrat coelenterazine a été ajouté une minutes avant la lecteur de
l’échantillon.
Essai de transfert d’énergie de fluorescence (FRET)
Afin de mesurer le niveau de transfection des cellules, la fluorescence des deux
fluorophores a été effectuée. 100 000 cellules ont été mises dans une plaque 96 puits à
fond transparent (Costar). Les mesures ont été prises dans un fluorimètre de type
FluoroCount (PerkinElmer), avec des filtres d’excitation/Émission de 400nm/5lOnm pour
la GFP2 et 4$Onm/530nm pour la EYFP. Pour la mesure du FRET, 100 000 cellules par
puits ont été ajoutées par puit dans un volume finale de 100 tL dans une plaque fond
transparent (Costar). Dans un premier temps des cellules qui expriment uniquement la
construction EYFP est mesurée dans les trois conditions suivante : 1- mesurée à
l’excitation de la EYFP avec l’émission de la EYFP (signal EYFP). 2- mesurée à
l’excitation de la GFP2 avec l’émission de la GfP2 (signal GfP2). 3- finalement mesurée
à l’excitation de la GfP2 avec l’émission de la EYFP (signal FRET). Cette étape définit
l’apport de l’accepteur dans le signal total du FRET. Pour calculer la valeur de correction,
le signal FRET est divisé par le signal EYFP. Cette valeur de correction sera appelée (a)
dans la formule subséquente. Habituellement, cette contribution est d’environ 20 à 30%
du signal, car la EYFP peut être excitée par les longueurs d’onde de la GFP2.
Dans un deuxième temps, des cellules qui expriment uniquement, cette fois, la
construction GFP2 est mesurée dans les mêmes trois conditions que pour le EYFP seule.
Cette étape détermine la contribution du donneur dans la signal FRET total. De façon
similaire à la EYFP, la valeur de correction pour la GFP2 est calculée par le ratio entre le
signal FRET et cette fois le signal GFP2. Cette valeur de correction sera appelée (b) dans
la formule subséquente. Cet apport est estimé à près de 50 à 70% du signal total mesuré.
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Finalement, les échantillons où les deux construction sont mesurés également dans les
trois mêmes conditions que précédemment. Les résultats de chacun des conditions sont
incorporés dans la formule suivante
FRET net = signal FRET
— (a * signal EYFP)
— (b * signal GFP2)
Suite à l’application de cette formule, le résultat du calcul représente le transfert
d’énergie réel entre les partenaires. À remarquer, qu’il est important d’avoir le même
temps d’exposition pour les trois conditions de lecture. Il est également important d’avoir
des cellules qui expriment les constructions dans des niveaux relativement comparables.
Finalement, de meilleurs résultats sont obtenus si le signal de EYFP est égal ou supérieur
au signal GFP2.
Mesure de surface des récepteurs GABABRJb par EUSA
La journée suivant leur transfection, les cellules ont été décollées dans du PBS/1 mM
EDTA, comptées, puis remises dans une plaque de 96 puits à raison de 40 000 cellules
par puit. Par la suite, elles ont été incubées de nouveau 24h à 37°C. Les cellules ont
ensuite été lavées au PBS trois fois, puis fixées dans la plaque en utilisant du PFA 3%
durant 15 minutes. Elles ont été lavées et incubées 30 minutes avec du PBS/BSA 0.2%
afin de masquer les sites non spécifiques d’interaction. Les cellules ont été incubées 30
minutes avec le premier anticorps spécifique anti-myc 9E10 de souris (Installation
départementale). Elles ont été de nouveau lavées au PBS/BSA 0.2%, puis incubées 30
minutes avec un anticorps anti-souris conjugué à la peroxydase HRP (Amersham). Un
dernier lavage a été effectué avec du PBS et la solution de révélation luminescent du kit
SuperSignal ELISA Femto (Pierce) a été ajouté selon les recommandations du fabriquant.
Après une minutes le mesure de luminescence à et prise sur un Fusion-Œ (PerkinElrner)
en mode luminescence.
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Comparaison entre le BRET1 et le BRET2
Depuis sa première utilisation pour mesurer des interactions protéine-protéine, la
technique de transfert d’énergie de résonance de bioluminescence (BRET) a évoluée pour
donner naissance à deux générations. Toutes deux sont basées sur le transfert d’énergie
d’un donneur (la luciférase) vers un accepteur (la GFP) lorsqu’à proximité l’un de l’autre.
La première génération, le BRET’, est caractérisée par l’utilisation de la variante jaune de
la GFP (EYFP) comme accepteur d’énergie, tandis que pour la deuxième génération, le
BRET2, ta GfP2 est utilisée. De son côté, la luciférase utilisée (donneur d’énergie
possédant une activité enzymatique) est la même pour les deux générations. Seul le
substrat produisant de la luminescence lorsque oxydé varie; pour le BRET’ c’est la
coelenterazine h (maximum d’émission près de 472 nm) alors que la DeepBlueC
(maximum d’émission pers de 420 nm) sert de substrat pour le BRET2. Puisque ces deux
générations utilisent le même donneur d’énergie, il est possible d’imaginer leurs
utilisations simultanées afin de suivre la formation d’une interaction à plusieurs
partenaires au sein de la même population cellulaire. Comme leur utilisation
concomitante n’a jamais été rapportée, nous avons d’abord voulu vérifier que les deux
générations de BRET sont aptes à suivre la formation d’un même type d’interaction
protéique dans des conditions séparément. Pour ce faire, nous avons mesuré la formation
de l’interaction entre les récepteurs GABA3RÏ et GABABR2, un hétérodimère décrit
comme obligatoire pour l’activation d’une signalisation cellulaire via le GABA sur ce
récepteur métabotropique. Pour ces expériences, la luciférase est fusionnée à GABABR1b
(GBR1b-hRLuc) et les accepteurs d’énergies, EYFP ou GfP2 sont fusionnées à
GABABR2 (GBR2-EYFP et GBR2-GFP2). De plus, lorsque nous observons les spectres
d’excitationlémission des deux GFP utilisées dans les deux générations de BRET, il est
intéressant de remarquer un chevauchement des spectres entre les deux accepteurs
d’énergie. Ceci représente une des caractéristiques requises pour avoir transfert d’énergie
en FRET (voir figure 11). Dans ce FRET, la GFP2 serait le donneur d’énergie avec ses
maximums d’excitationlémission à 420 nm/510 nm et la EYFP serait plutôt un accepteur
d’énergie avec ses maximums d’excitationlémission à 515 nm/530 nm. Afin de vérifier si
le FRET entre la GFP2 et la EYFP est possible, nous avons également mesuré
l’interaction entre les récepteurs GABABRÏ et GABAR2, mais cette fois GABABR1 est
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fusionnée à la GfP2 (GBR1b-GFP2) et GBR2-EYFP est utilisé comme accepteur
d’énergie.
Pour cette étude de comparaison entre le BRET’, le BRET2 et le FRET, nous avons
réalisé des courbes de titration de l’interaction entre GBR1b et GBR2. Dans ces courbes
de titration, la protéine de fusion contenant le donneur d’énergie est maintenue constante
et co-exprimé avec une quantité croissante de protéine fusionnée à l’accepteur d’énergie.
Ce type de courbe permet de suivre l’évolution du signal de transfert d’énergie en
fonction de l’augmentation de l’interaction entre les deux protéines d’intérêt. Lorsque le
signal de transfert d’énergie atteint un plateau, ceci signifie que toutes les protéine-
donneurs sont en interaction avec des protéine-accepteurs. Dans le cas présent, GBR1b-
hRLuc (pour le BRET) et GBR1b-GFP2 (pour le FRET) sont maintenues constant alors
que GBR2-GFP2 ou GBR2-EYFP sont co-exprimées à des quantités croissantes. Les
résultats de la figure 12 montrent bien que l’accroissement de la quantité d’accepteur
produit une augmente du transfert d’énergie qui, à une certaine quantité de GBR2-
accepteur, atteint un plateau, et ce pour les trois techniques. De plus, les trois courbes
sont superposables, résultat attendu uniquement si les trois techniques de transfert
d’énergie sont en mesure de suivre l’interaction entre deux protéines de façon
comparable. Le principe de transfert d’énergie entre un donneur et un accepteur d’énergie
se base principalement sur le chevauchement du spectre d’émission du donneur avec le
spectre d’excitation de l’accepteur, mais également sur la distance et l’orientation entre
ces derniers. Dans l’expérience précédente, seule les types de donneurs et d’accepteurs
sont modifiés dans les trois techniques de mesure de transfert d’énergie. La proximité
entre l’accepteur et le donneur devrait être similaire, car dans les trois cas, la même
interaction entre GBR1 et GBR2 est utilisé pour rapprocher les partenaires de transfert
d’énergie. Par conséquent, si le chevauchement des spectres est permissif le transfert
d’énergie devrait être le même d’une technique à l’autre.
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Figure 12: comparaison des trois techniques de transfert d’énergie pour une même interaction
GABABR1/GABABR2
Des cellules HEK293t ont été transfectées, selon le protocole utilisant la Lipofectamine2000, avec différent
ratio de protéines de fusion donneur et accepteur d’énergie. La courbe en rouge représente la titration de
l’interaction entre GABA3R1b-hRLuc et GABAHR2-EYf P mesuré dans le fusion-u (PerkinElmer). La
courbe en vert représente la titration de l’interaction entre GABA13R1b-hRLuc et GABA8R2-GFP2 mesuré
dans le TopCount modifié pour le BRET de la génération 2 (Packard). finalement, la courbe en bleu
représente la titration de l’interaction entre GABA0R1b- GFP2 et GABA8R2-EYFP mesuré dans le
FlexStation (Molecular Devices). Les trois courbes représentes la cumulation deux expériences réalisées en
triplicata (± SEM).
En plus de pouvoir mesurer le même type d’interaction protéique avec les deux
générations de BRET, il est possible d’utiliser les accepteurs d’énergie de chacune pour
suivre la formation d’interaction en FRET. Ceci en fait un avantage, car lors de
l’utilisation des deux techniques de BRET dans le même essai, il sera possible de suivre
l’évolution de l’interaction des différentes protéines de fusion l’une avec l’autre en même
temps, comme schématisé plus bas.
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Effet des substrats coelenterazïne sur les deux générations de BRET
Les deux générations de BRET possèdent des caractéristiques spectrales différentes et
ceci dépend largement du substrat utilisé pour produire la bioluminescence. Dans le cas
de la coelenterazine h le maximum d’émission d’énergie se situe près de 472 nm et pour
la DeepBlueC ce maximum est plutôt de 420 nm. Toujours dans l’optique d’utiliser les
deux générations de BRET dans un seul essai, il est important de mesurer l’impact du
substrat d’une génération de BRET sur l’autre génération et vice-versa. Afin de mesurer
l’influence des substrats sur le signal BRET mesurer pour chacune des générations, nous
avons réalisé des courbes de titration entre le récepteur GBR1-hRluc et GBR2-GfP2 pour
le BRET2 ou GBR2-EYFP pour le BRET1 séparément tel que d’écrit précédemment et
nous avons mesuré le transfert d’énergie en utilisant les deux substrats.
Dans le cas de l’interaction entre GBR1-hRluc et GBR2-GfP2, les résultats de la figure
13A montrent une augmentation de signal BRET suivie de l’apparition d’un plateau
uniquement avec la DeepBlueC. La coelenterazine h ne semble pas être en mesure de
transférer son énergie à la GFP2 pour produire un BRET. Pour ce qui est de l’interaction
entre GBRI-hRluc et GBR2-EYFP (BRET’), une courbe de saturation est observée lors
de l’utilisation de la coelenterazine h, mais il est également possible d’observer une
courbe de saturation avec le substrat de l’autre génération (la DeepBlueC) (figure 13B).
L’amplitude de cette courbe avec la DeepBlueC représente 30% du signal obtenu avec le
coelenterazine h. Ces résultats signifient que l’oxydation de la DeepBlueC par la
luciférase permet non seulement un transfert d’énergie vers la GFP2, mais également vers
la EYFP lorsque ces deux protéines fluorescentes sont à proximités. La EYFP peut être
excitée par la DeepBlueC, car il existe une petite région où le spectre d’émission de la
DeepBlueC chevauche le spectre d’excitation de la EYFP. Inversement, la coelenterazine
h peut uniquement activée la EYFP, car son spectre chevauche uniquement celui de la
EYFP, ce qui permet un transfert d’énergie exclusif
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Figure 13: Effet de la coelenterazine h et de la DeepBlueC sur le transfert d’énergie des deux
générations de BRET.
Des cellules HEK293t ont été transfectées avec 2 ig de GABABR1b-hRtuc et une quantité croissante de
GABABR2-EYfP en A ou une quantité croissante de GABA8R2-GFP2 en B. Chacune des courbes de
titration a été mesurée en présence de 5 jtM de Coelenterazine H (dans le Fusion-ci de Perkinllmer) et de 5
M de DeepBlueC (dans le TopCount modifié pour le BRET de la génération 2 de Packard). Courbe de
titration représentative de trois exprériences différrentes.
Le fait que la EYFP soit excité à la fois par le coelenterazine h et la DeepBlueC rend
l’utilisation des deux générations dans le même essai plus complexe, mais pas
impossible. Lors de la mesure du signal BRET2 (par l’utilisation de la DeepBlueC), dans
des conditions où la GFP2 et la EYFP sont à proximité de la luciférase, la mesure
effectuée avec le DeepBlueC sera la résultante du transfert d’énergie vers le GfP2 ainsi
que vers la EYFP. Afin d’avoir uniquement le transfert d’énergie de la luciférase vers la
GfP2, il est possible de soustraire l’influence de la EYfP dans ce signal. Comme le
transfert d’énergie entre la luciférase et la EYFP en présence de DeepBlueC représente
30% de celui obtenu avec le coelenterazine h, il est possible de calculer cette valeur en
effectuant une mesure de signal BRET’ (par l’utilisation de la coelenterazine h). Par
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conséquent, la soustraction de la valeur calculée (30% du signal de BRET’) à la valeur
mesurée de BRET2 donnera le transfert d’énergie réel entre la luciférase et la GFP2. Cette
simple opération mathématique permet l’utilisation des deux générations de BRET sur la
même population cellulaire. Ceci nous permettra de suivre l’évolution de diverses
interactions sur une même population cellulaire, ce qui représente un avantage
considérable.
Dimérisation des RCPG et interaction avec la protéine G hétérotrimérique
Une des caractéristiques des récepteurs couplés aux protéines G (RCPG) est la capacité
d’induire une signalisation cellulaire par l’activation de protéines G hétérotrimériques.
Cette activation dépend de l’échange d’une molécule de GDP au sein de la sous unité GŒ
par une molécule de GTP. Les RCPG, une fois stimulés par leurs agonistes spécifiques,
vont accélérer cet échange de GDP/GTP. Selon le model actuel, une activation d’un
récepteur entraîne un recrutement de la protéine G hétérotrimérique au récepteur ce qui
stimule l’échange du nucléotide. Cependant, certains résultats laissent plutôt croire que
l’interaction de la protéine G avec le récepteur serait constitutive et qu’un changement de
conformation du RCPG entraînerait l’échange GDP/GTP. Parallèlement, il a été démonté
que les RCPG existent sous la forme de dimère. Un des exemples classiques est le
récepteur du GABA de type B (GABABR ou GBR), qui pour être fonctionnel, doit être
composé de deux sous unités distinctes : soit GABABR1 (GBR1) et GABA3R2 (GBR2).
Sans la formation de cet hétérodimère, le récepteur ne peut activer la protéine G. Ces
différentes observations permettent de soulever la question de stoechiométrie
d’interaction récepteur/protéine G; il est possible d’imaginer que la sous unité GŒ
interagisse avec un protomère du dimère de récepteur et que Gf3y interagisse avec l’autre
protomère et ainsi former un complexe à cinq protéines distinctes. Un des objectifs de ce
présent mémoire est de mesurer l’interaction de chacun des protomères du récepteur
GBR1/GBR2, modèle de dimérisation, avec les différentes sous unités de la protéine G
en utilisant la technique de BRET, afin de déterminer la stoechiométrie d’interaction. Pour
rendre le systhème plus simple nous avons utilisé seulement le récepteur GBR1b et pas
GBRÏa ou GBR1c pour cette étude d’interaction récepteur et protéine G.
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Pour évaluer l’importance de l’hétérodimérisation du récepteur du GABA dans
l’interaction avec les différentes sous unités de la protéine G, nous avons mesuré
l’interaction des différentes sous unités de la protéine G avec chacun des deux
protomères lorsque exprimé indépendamment. Également, nous avons mesuré l’influence
de la présence des deux protomères sur l’interaction du récepteur avec la protéine G. Le
protomère GBR1b a été le premier à être analysé par des courbes de titration. Dans cette
expérience, trois courbes de titration sont produites avec des donneurs d’énergie
différents. Nous avons co-exprimé à des quantité constantes les trois sous unités de la
protéine G (GŒi, Gf31 et Gy2) ou une seule sous unité est fùsionnée à la luciférase avec
une quantité croissante de GBRÏb-EYFP en présence ou non de GBR2 natif. Pour les
trois sous unités de la protéine G, il n’est pas possible de mesurer un signal BRET suite à
l’augmentation de GBR1b-EYFP seule (voir figure 14), tel qu’attendu par ce type
d’expérience, puisque le protomère GBR1b est retenu dans le RE lorsque exprimé seul.
Ces résultats nous indiquent que les GBR1b et la protéine G hétérotrimérique ne
semblent pas former d’interactions constitutives mesurables. Au contraire, lorsque GBR2
est ajouté dans ces cellules une élévation du signal BRET proportionnel à l’augmentation
de GBR1b-EYFP est mesurée et ce pour les trois sous unités de la protéine G. De plus,
cette augmentation de signal BRET atteint un plateau dans les trois cas. Cette hausse de
signal BRET semble indiquer que la présence de GBR2 est essentielle au rapprochement
de la protéine G et du protomère GBR1b. Ce rapprochement semble également spécifique
dû à l’apparition d’une saturation du signal BRET. Il est à noter que le ratio BRET est
faible. Comme le C-terminal du récepteur GBR1b est très long, la distance entre la EYFP
du récepteur et la luciférase des protéines G n’est pas permisive pour un transfert
d’énergie fort. L’efficacité de transferte d’énergie est proportionnelle à l’inverse de la
sixième puissence de la distance entre le donneur et l’accepteur (Angers et aÏ, 2000).
Parallèlement, nous avons mesuré l’interaction entre les différentes sous unités de la
protéine G ftisionnées à la luciférase avec une quantité croissante de GBR2-EYFP en
présence ou non de GBR1b natif. Les résultats obtenus nous révèlent que l’augmentation
de GBR2-EYFP, en l’absence de GBR1b, permet une élévation linéaire du signal BRET
sans atteindre de plateau et ce pour les trois sous unités de la protéine G (voir figure
15A). La co-expression de GBRIb change cette augmentation linéaire en une courbe
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possédant un plateau (voir figure 15B). Dans les deux cas, en présence ou en absence de
GBR1b, les courbes sont similaires pour les trois sous unités de la protéine G. Lors de
l’établissement d’une courbe de titration en BRET, si une interaction entre deux protéines
est spécifique, une saturation du signal sera mesurée. Par contre, si aucune saturation
n’est mesurée, le signal obtenue peut être attribué à des rapprochements dû au hasard,
donc non spécifique, comme cc qui semble être le cas de l’interaction entre GBR2 et les
différentes sous unités de la protéine G. De plus
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Figure 14: Interaction entre les différentes sous unités de la protéine G avec le récepteur GABA8R1b
Des cellules HEK293t Sont transfectées par la méthode Lipofectamine2000 dans des plaques 6 puits. En A), les résultats proviennent
d’une co-transfection de 0.2 pg Gai1-hRLuc, 0.8 g de G)31 natif, 0.8 ig de G72 natif et une quantité croissante de GABA5RIb-EYFP
ou d’un mélange t :1 de GABA5RIb-EYFP : GABA5R2. En B) les résultats proviennent d’une co-transfection de 0.2 .tg G)31-hRLuc,
0.8 pg de Ga1 natif. 0.8 g de Gy2 natif et une quantité croissante de GABA5RIb-EYFP ou d’un mélange 1:1 GABA11RIb-EYFP:
GABA5R2. Finalement en C) les résultats représentent un co-transfection de 0.2 ig Gy2-hRLuc, 0.8 ig de Ga,1 natif, 0.8 pg de G1
natif et une quantité croissante de GABA5RIb-EYfP ou un mélange 1:1 GABA5RIb-EYFP GABA5R2. Le BRET a été mesuré
dans le Fusion-a de PerkinElmer. Les courbes représentes la cumulation trois expériences réalisées en triplicata (± SEM).
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Figure 15: Interaction entre les différentes sous unités de la protéine G avec le récepteur GABABR2
Des cellules HEK2931 ont été transfectées par la méthode Lipofectamine2000 en plaque 6 puits. En A) la
courbe en vert représente les résultats de la co-transfection de 0.2 g Gui1-hRLuc, 0.8 de G31 natif 0.8
g de GY2 natif et une quantité croissante de GABABR2-EYFP. La courbe orange représente les résultats de
la co-transfection de 0.2 ig Gf3,-hRLuc, 0.8 ig de Ga1 natif, 0.8 jig de Gy2 natif et une quantité croissante
de GABA8R2-EYFP. Finalement, la courbe bleu représente les résultats de la co-transfection de 0.2 1g
Gy2-hRLuc, 0.8 jtg de Gu1 natif, 0.8 j.rg de Gt31 natif et une quantité croissante de GABAR2. En B) les
courbes sont produites par 0.2 j.tg Gui1-hRLuc, 0.8 de GF31 natif, 0.8 ig de Gy2 natif et une quantité
croissante de GABABR2-EYFP ou un mélange 1:1 GABABR2-EYFP: GABARlb. Le BRET a été
mesuré dans le Fusion-u de PerkinElmer. Les courbes représentes la cumulation trois expériences réalisées
en triplicata (± SEM).
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En comparent les résultats des deux protomères du récepteur du GABA, il est possible de
déduire que la présence des deux co-récepteurs modifie l’interaction de l’hétérodimère
avec la protéine G comparativement aux conditions où les récepteurs sont exprimé
individuellement. Dans le cas du protomère GBR1b, la présence de GBR2 permet une
interaction avec la protéine G qui n’était pas mesurée en l’absence de ce dernier. En
contrepartie, la présence de GBR1 rend spécifique l’interaction entre GBR2 et la protéine
G. Les expériences réalisées avec les deux protomères se servent de contrôle mutuel. De
ne pas avoir d’interaction entre GBRIb et les différentes sous unités de la protéine G
indique que la localisation des protéines dans un même compartiment est important pour
leur interaction. De plus, leur localisation dans les mêmes compartiments n’est pas le
gage d’une interaction spécifique, car GBR2 seul ne permet pas d’obtenir une saturation
pour l’interaction avec les sous unités de la protéine G. En plus d’une localisation
similaire, deux protéines doivent être en interaction directe pour nous donner des courbes
de titration classique en BRET. Ces résultats ont mis en évidence l’importance de la
formation d’un hétérodimère GBR1/GBR2 pour l’interaction avec la protéine G
hétérotrimérique.
Afin de suivre la formation du complexe entre l’hétérodimère du récepteur du GABA et
la protéine G hétérotrimérique, nous avons mis a profit l’utilisation conjointe des deux
générations de BRET. Cette expérience permet de suivre la formation de trois
interactions différentes à l’intérieur de la même population cellulaire. Pour réaliser cette
expérience, nous avons maintenu constant la quantité de GBR1-GfP2, GŒ1-bRLuc ainsi
que Gf31/y2 natif et co-exprimé une quantité croissante de GBR2-EYFP. La mesure du
signal de BRET’ met en évidence le rapprochement entre GBR2 et la protéine GŒ. De
son côté, le signal BRET2 témoigne d’un rapprochement entre GBRÏb et la protéine GŒ.
Finalement, le FRET mesure l’assemblage de l’hétérodimère GBR1b/GBR2. Ces trois
techniques de transfert d’énergie montrent une augmentation de signal en fonction de
l’augmentation de l’expression de GBR2-EYFP (voir figure 16). Précédemment, nous
avons établie qu’il n’y a pas d’interaction entre GBR1 et la protéine G en l’absence de
GBR2, ce qui est confirmé dans cette expérience (voir figure 16, BRET2). En plus de
favoriser un transfert d’énergie en BRET’ entre GŒ,-hRLuc et GBR2-EYFP,
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n l’augmentation de GBR2-EYFP permet une élévation de signal entre GBR1b-GFP2 et
GŒi-hRLuc. Ces modulations de signal en BRET1 ainsi qu’en BRET2 coïncident avec la
formation d’hétérodimère GBR1/GBR2 qui est mesurée par l’augmentation de FRET.
Cette observation renforce l’hypothèse que la dimérisation du récepteur du GABA est
essentiel à la formation d’une interaction spécifique et constitutive avec la protéine G
hétérotrimérique pour permettre la signalisation de ce récepteur.
Interaction de GŒ1-hRIuc avec
GBR2-EYFP en BRET1
Interaction de GŒ1-hRIuc
avec GBRIb-GFP2 en BRET2
n
Figure 16: Mesure en parallèle des interactions entre les protomères du récepteur du GABA et la
protéine G par l’utilisation du BRET’, du BRET2 et du FRET
Des cellules HEK293t ont été transfectées par la méthode Lipofectamine2000 dans des plaques 6 puits. Ces
résultats proviennent de la co-transfection de cellules par 0.2 ig GŒ1-hRluc, 1 ig de myc-GABABR1b-
GfP2 et différentes concentrations de HA- GABA8R2-EYFP. 5 jig de DeepBlueC ou coelenterazine H ont
été ajoutés pour le BRET2 et le BRET’ respectivement. Puis, le BRET’ a été mesuré dans le fusion-n de
PerkinElmer et le BRET2 a été mesuré dans un TopCount modifié pour le BRET2 de PerkinElmer. Le
FRET est mesuré dans un FlexStation, les valeurs sont corrigées tel que décrit dans les matériels et
méthodes. Courbes de titration représentatives de deux expériences différentes.
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Modulation de l’interaction du récepteur GABAB avec la protéine G
Pour induire une réponse cellulaire suite à une stimulation, les RCPG activent
principalement l’échange GDP/GTP de la sous unité GŒ de la protéine G
hétérotrimérique. Le modèle classique d’activation de la protéine G suppose que le
récepteur recrute la protéine G et favorise ainsi l’échange de nucléotides. On peut donc
retrouver le RCPG dans deux états; celui lié à une protéine G qui est favorisée par la
présence d’un agoniste, ou celui non lié qui représente l’état de base du récepteur.
Comme présentée dans la section précédente, la technique de BRET nous permet de
mesurer une interaction de base entre un RCPG et une protéine G, ce qui semble indiquer
une pré-association entre ceux-ci à l’état basal. Le signal de BRET peut représenter un
couplage de base selon le modèle classique d’activation de la protéine G ou une
association des partenaires dans un pré-complexe de signalisation. Il est important de
vérifier si la présence d’un agoniste peut modifier le signal BRET de base et également
permettre de distinguer entre les deux possibilités, c’est-à-dire entre la recrutement de la
protéine G ou un changement de conformation.
Dans la section précédente nous avons démontré qu’une interaction basale entre la
protéine G et le récepteur du GABA était possible en l’absence d’agoniste, Afin de
mesurer l’impact sur le signal BRET mesuré entre la protéine G et le récepteur du
GABA, nous avons étudié l’effet de la stimulation du récepteur par un agoniste
spécifique. Pour cette expérience, le protomère GBR1b du récepteur du GABA est
fusionné à l’accepteur d’énergie, la GFP2, puis co-exprimé avec GBR2. Les deux
protomères du récepteur GABA ont été co-exprimées avec les trois sous unités de la
protéine G où une seule est fùsionnée à la luciférase. Pour ces expériences, nous avons
analysé l’interaction avec deux des sous unités de la protéine G hétérotriméique; soit sur
la sous unité GŒ (GŒi-hRLuc) ou sur la sous unité G3 (Gr31-hRLuc). Pour ces deux
conditions différentes, un signal de BRET2 a été observé à l’état basal, comme rapporté
précédemment. L’addition d’une concentration saturante (1 mM) de GABA ne semble
pas engendrer de variation du signal BRET2 mesuré (voir figure 17). Le fait de ne pas
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voir de modulation d’interaction entre le récepteur et la protéine G nous limite dans
l’interprétation possible de ce résultat. Deux hypothèses peuvent expliquer ce résultat:
soit que la positon des rapporteurs sur les protéine d’intérêt ou que les conditions
expérimentales ne sont pas permissif pour une modulation de signal BRET.
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Figure 17: Modulation du signai BRET entre le récepteur GABA5R1b et la protéine G par l’addition
d’un agoniste spécifique.
Des cellules HEK293t ont été transfectées par la méthode Lipofectamine2000 dans des plaques 6 puits. Ces
résultats représentent la co-transfection de cellules par 0.2 ig GŒ1-hRluc ou par 0.2 ig Gi-hRluc, 0.8 ig
de myc-GABARlb-GfP2 et 2ig de HA- GABA8R2. Les cellules ont été mises en présence de 10 nM
GABA durant cinq minutes puis 5ig de DeepBlueC ont été ajoutés et incubés une autre minute,
finalement, le BRET2 a été mesuré dans un TopCount modifié pour le BRET2. Résultats représentatifs de
trois expériences différentes (+ SEM).
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La modulation de l’interaction entre un RCPG et la protéine G hétérotrimérique par un
agoniste spécifique en utilisant la technique de BRET a été observé pour la majorité des
RCPG analysés au laboratoire (Gales, en cours de publication). Pour le dimère G3y ainsi
que pour GŒ la stimulation par un agoniste d’un RCPG favorise le transfert d’énergie.
Initialement, la position des rapporteurs était inversée, soit la protéine G était fusionnée à
la GfP et le récepteur était fusionné au récepteur. Afin d’exclure un problème dû à ce
changement de position du donneur et de l’accepteur, nous avons donc validé cette
approche inversée avec un autre récepteur, le récepteur à la vasopressine de type 2 (V2).
fusionné à la EYFP, le récepteur V2 représente l’accepteur d’énergie dans la mesure
d’un signal BRET’ et il est co-exprimé avec les trois sous unités de la protéine G (GOEs,
Gf31 et Gy2), dont seul Gf31 est fusionné à la luciférase (GJ31-hRLuc). Une courbe de
titration a été effectuée en gardant l’expression de la protéine G constante et en
augmentant uniquement la quantité de V2-EYFP. Afin de voir l’influence d’un agoniste
sur le signal BRET entre la protéine G et le récepteur V2, la mesure du signal de BRET’
a été réalisée sur une population cellulaire incubée deux minutes en présence d’une
concentration saturante de vasopressine (1 j.iM AVP). La figure 18A montre une
augmentation de signal BRET’ qui atteint un plateau en fonction de l’augmentation de
l’expression du récepteur V2-EYfP. La présence d’AVP semble potentialiser le signal
BRET’ mesuré en atteignant un niveau plus élevé à saturation du signal. La
potentialisation du signal BRET par la présence d’un agoniste indique que la modulation
de l’interaction entre le récepteur V2 et la sous unité G3 peut être suivi par la technique
de BRET.
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Figure 1$: Courbes de titration pour l’interaction entre la protéine G et le récepteur à la
vasopressine de type 2 et modulation de cette interaction par une agoniste spécifique fAVP).
A) Des cellules HEK293t ont été transfectées par la méthode calcium/phosphate par 2 ig de G1-hRLuc, $
jtg de Ga, natif $ .tg de Gy2 natif et une concentration croissante de V2R-EYfP (O à lO.tg). Cette courbe
de titration a été réalisé en présence ou non de 1 iM d’AVP. Le BRET1 a été mesuré dans le Fusion-a de
PerkinElmer.
B) Des cellules HEK293t ont été transfectées par la méthode calcium/phosphate par 2 ig de G13i-hRLuc, 8
tg de Ga, natif 8 jig de G-y2 natif et 4 .tg de V2R-EYFP (quantité de récepteur pour être dans la portion
linéaire de la courbe de titration). Ces cellules ont été incubées 2 minutes en présence de différentes
concentrations d’AVP et le BRET’ a été mesuré dans le fusion-a de Perkinllmer. Les courbes représentes
la cumulation deux expériences réalisées en triplicata (+ SEM).
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Afin de vérifier si cette potentialisation du signal BRET est spécifique à la présence
d’AVP, nous avons réalisé une courbe dose-réponse de l’effet de cet agoniste sur le
signal BRET. Pour cette courbe dose-réponse, nous avons choisi une concentration de
récepteur dans la portion linéaire d’augmentation de signal BRET. Le signal BRET
mesuré croit en fonction l’augmentation de la concentration d’AVP en produisant une
courbe sigmoïde typique d’une courbe dose réponse (voir figure 18B). Cette sigmoïde
possède un EC50 de 10 nM, qui se rapproche du Kd de liaison de ce ligand pour le
récepteur V2-R qui est entre 2 nM (Sadeghi et aI, 1997). Cette similarité entre l’EC50 et le
Kd de liaison indique que la modulation de signal BRET mesuré est directement
dépendante de la stimulation du récepteur par son agoniste, puisque la concentration
d’agoniste pour avoir 50% de l’effet maximal est égale à la concentration d’agoniste pour
avoir la moitié des récepteurs liés. Cette augmentation de signal BRET’ entre le récepteur
V2 et la protéine G peut être attribuée à deux phénomènes. Premièrement, le modèle
classique prévoit une interaction basale entre le récepteur et la protéine G. Une fois
stimulé par son agoniste, le récepteur changerait de conformation, favorisant ainsi le
recrutement des sous unités de la protéine G résultant en une augmentation de signal
BRET’ mesuré. Cependant, il est aussi possible d’imaginer qu’un complexe de
signalisation formé par le récepteur et la protéine G serait présent à la membrane
plasmique. Lors de l’activation, un changement de conformation du récepteur induirait
une réorientation des membres de ce complexe en modifient l’orientation entre les
rapporteurs du transfert d’énergie. La différence entre ces deux possibilités sera discutée
plus en détails dans le chapitre suivant.
L’utilisation du récepteur V2 nous a permis de conclure que la position du donneur et de
l’accepteur d’énergie utilisée pour la mesurer de modulation de l’interaction entre la
protéine G et le récepteur du GABA n’est pas responsable des résultats négatifs obtenus.
Il est possible que les changements de conformation induits au sein du récepteur par la
présence d’un agoniste n’altèrent pas la distance ou l’orientation entre les rapporteurs de
transfert d’énergie, ce qui expliquerai la stabilité du signal BRET en présence d’agoniste.
La particularité du récepteur au GABA est que les deux protomères le composant sont
pourvus d’une longue queue C-terminal comparativement au récepteur V2. Cette distance
augmentée entre le site de liaison de la protéine G (cette région est composée des boucles
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cytoplasmiques du récepteur) et la région où est fusionnée le rapporteur se traduit par un
faible changement de distance entre les rapporteurs du transfert d’énergie. Afin de
démonter que les conditions choisies sont aptes à l’activation de la protéine G
hétérotrirnérique, nous avons mis à profit l’utilisation des deux techniques de BRET pour
mesurer l’interaction de la protéine G au récepteur ainsi que l’activation par le récepteur
du GABA de cette protéine G.
Afin de mesurer l’activation de la protéine G en BRET, nous mesurons la modulation du
transfert d’énergie entre une sous unité GŒ fusionnée à une luciférase et une sous unité
Gy fusionnée à la GFP. Au laboratoire, l’activation des récepteurs par leurs agonistes
spécifiques montre que le signal BRET basal entre les deux sous unités de la protéine G
subit une modulation. Nous avons vérifié si cette modulation par un agoniste était
possible pour le récepteur du GABA. Dans cette expérience, le protomère GBRIb est
fusionné à la EYFP (GBRIb-EYFP) pour le signal BRET1, la sous unité Gy est fusionnée
à la GfP2 (Gy2-GfP2) pour le signal BRET2, et finalement la sous unité GŒ est fusionné à
la luciférase (Gai-hRLuc) donneur d’énergie dans les deux générations de BRET. En
plus de mesurer l’interaction de la protéine G avec le récepteur en BRET’, cette
expérience tente de suivre l’activation de la protéine G par la modulation du transfert
d’énergie entre les sous unités Ga et Gy en BRET2. Nous avons effectué une courbe de
titration, dans lequel nous avons co-exprimé une quantité constante de GBR2, Gai,
hRLuc, G’y2-GFP2 et G131 en présence d’une une quantité croissante de GBR1b-EYFP. De
plus, la courbe de titration a été réalisée en présence ou en absence d’une concentration
saturante de GABA. Comme montré précédemment, l’expression croissante de GBR1b-
EYFP favorise l’augmentation du transfert d’énergie entre les rapporteurs du BRET’
(entre G,-hRLuc et GBR1b-EYFP) seulement lorsque GBR2 est présent dans les
cellules (voir figure 19A). Comme démontré auparavant, la présence d’un agoniste ne
semble pas modifier le transfert d’énergie, car la courbe obtenu en présence de 1 mM
GABA est identique à celle obtenue en absence de GABA.
En parallèle, nous avons mesuré le signal BRET2 produit par l’interaction des sous unités
Ga,-hRLuc et G’2-GFP2, en utilisant uniquement la condition qui produit une valeur
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maximale de chacune des courbes de titration effectuées en BRET’. Dans la condition où
GBRIb-EYFP est exprimé sans GBR2, l’addition de 1 mlvi de GABA ne semble pas
moduler le signal BRET2 (voir figure 1 9B). Ceci, était attendu, car lorsque exprimé seul,
le protomère GBR1b est incapable d’interagir avec la protéine G, donc d’induire une
modulation à l’intérieur de celle-ci. Cependant, lorsque GBR2 est co-exprimé, formant
l’hétérodimère GBR1b-EYFP/GBR2, l’addition de GABA diminue le signal BRET2
mesuré d’environ 7%. Cette diminution est faible, mais très reproductible comme
l’indique la valeur de probabilité (P =0.00073). Pour avoir une modulation du signal
BRET2 entre les sous unités GŒ et &y, la présence des deux co-récepteurs est essentielle,
ce qui confirme les donnés de la littérature où la formation de l’hétérodimère est
indispensable à la signalisation via la protéine G. De plus, ce résultat indique qu’il semble
être possible de mesurer la modulation d’interaction au sein de la protéine G à la suite de
l’activation d’un RCPG par son agoniste.
Afin de suivre l’évolution de l’interaction au sein de la protéine G, une modulation du
signal BRET2 entre les sous unités GŒ1-hRLuc et Gy2-GFP2 a été réalisé par l’activation
du récepteur du GABA. Cette expérience a été réalisé en co-expriment les trois sous
unités de la protéine G (Gf31, GŒ1-hRLuc et &y2-GFP2) en présence de GBR2 ainsi
qu’une quantité croissante de GBR1-EYFP. En parallèle, nous avons vérifié en
maintenant GBR1 l’effet de l’augmentation de GBR2-EYFP constant sur la modulation
au sein de la protéine G. Les résultats obtenus ne présentent aucune modification du
transfert d’énergie par les rapporteurs portés par les sous unités de la protéine G en
présence de 1 mM de GABA, lorsque les protomères GBR1b-EYFP et GBR2-EYFP sont
exprimés séparément (voir figure 20).
Le fait d’avoir un seul protomère est insuffisant pour activer la protéine G. À l’inverse,
l’augmentation de l’expression de GBR1b-EYfP ou de GBR2-EYFP en présence de son co
récepteur permet de moduler le signal BRET2 au sein de la protéine G. Dans les deux cas,
nous observons une diminution du signal BRET2 qui atteint un plateau à 7% de diminution.
Le fait que les deux courbes soient identiques indique que la présence de la protéine EYf P
fusionnée soit à GBRIb ou à GBR2 n’influence pas la formation et la modulation du
complexe entre l’hétérodimère de récepteur et la protéine G hétérotrimérique.
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Figure 19: Modulation de l’interaction entre GBRIb et la protéine G ainsi que l’interaction au sien
de la protéine G par l’addition d’un agoniste spécifique.
Des cellules HEK293t ont été transfectées par la méthode PEI avec une quantité constante des trois sous
unités de la protéine G (40 ng de GŒ1-hRLuc, 100 ng de Gf3 et 100 ng Gy-GFP2) et une quantité croissante
de GABA8R1b-EYFP. A) Les courbes bleu et orange ont été réalisées en l’absence de GA3AR2 tandis
que les courbes jaune et verte ont été réalisées en présence de GABABR2. De plus, l’effet sur la courbe de
saturation de 1 mM GABA a été fait pour les conditions avec ou sans GABABR2. B) Les points maximums
de chacune des courbes en (A) ont été utilisés pour mesurer la modulation de la protéine G par 1 mM
GABA en BRET2. Résultats représentatifs de deux expériences différentes réalisées en triplicata (+ SEM).
Ces résultats confirment également qu’il est possible de mesurer la stimulation du
récepteur GABA par son agoniste en regardant la modulation de signal BRET au sein de
la protéine G. La mesure du signal BRET’ nous indique que la présence du protomère
GBR2 est essentielle au rapprochement de la protéine G au protomère GBRÏb ou GBR2.
De plus, le changement de conformation de l’hétérodimère GRB lb/GBR2 produit par la
fixation d’un agoniste ne module pas ce signal BRET1. De son côté, la mesure du signal
BRET2 semble indiquer que dans les conditions expérimentales utilisées, l’activation de
la protéine G est détectable. Par conséquent, la protéine G ne semble pas être recrutée au
-GBR2 +GBR2
73
récepteur suite à l’addition d’un agoniste, mais apparaît plutôt être pré-associée à celui-ci.
De plus, l’activation du récepteur par son agoniste induit l’activation de cette protéine G.
Ces résultats renforcent l’hypothèse qu’il y aurait un changement de conformation à
l’intérieur d’un complexe de signalisation, plutôt qu’un recrutement de la protéine G, lors
de la stimulation d’un RCPG.
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Figure 20: Modulation de l’interaction entre les sous unités GŒ et le dimêre Gfry par la stimulation
du récepteur du GABA via un agoniste spécifique.
Des cellules HEK293t ont été transfectées par la méthode PEI avec une quantité constante des trois sous
unités de la protéine G (40 ng de GŒ1-hRLuc, 100 ng de G13 et 100 ng Gy-GfP2) et une quantité croissante
de GABABR1b-EYfP (courbes verte et orange) ou GABAR2-EYFP (courbes jaune et bleu) en présence
de leur co-récepteur natif. Le transfert d’énergie entre la Ga-hRLuc et Gy-GfP2 en BRET2 a été mesuré
en présence de 1 mM GABA. Les courbes représentes la cumulation deux expériences réalisées en
triplicata (+ SEM).
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Effet de mutations du récepteur GBR2 sur l’interaction du récepteur du
GABA avec la protéine G
Dans les sections précédentes, nous avons mis en évidence la possibilité de mesurer
plusieurs interactions avec la même population cellulaire par l’utilisation des deux
générations de BRET. Cette utilisation concomitante des différentes techniques de RET
dans le cadre de l’interaction entre le récepteur du GABA et de la protéine G
hétérotrimérique a mis en évidence la nécessité de l’hétérodimérisation des protomères
GBR1b et GBR2 pour l’interaction avec la protéine G. Cependant, qu’advient-il de
l’interaction récepteur/protéine G si un récepteur a perdu la capacité d’activer la protéine
G hétérotrimérique. Afin de répondre à cette question, nous avons mesuré l’interaction
ainsi que l’activation de la protéine G avec des récepteurs mutants incapable d’activer la
protéine G. Pour ce nous avons pris avantage de l’utilisation des deux techniques de
BRET comme décrit précédemment. Dans la littérature, certains mutants de GBR2 ont
montré une perte d’activation de la protéine G même si ces mutants possèdent toujours la
capacité d’hétérodimériser avec GBRÏb et de cibler l’hétérodimère à la membrane
plasmique (Duthey et aI, 2002). Deux de ces mutants ont donc été utilisés dans notre
étude. Le premier mutant est un récepteur chimère où la boucle i2 cytoplasmique de
GBR2 a été remplacée par celle de GBR1b (GBR2-i2 (Ri). L’autre mutant est caractérisé
par une substitution du résidu leucine en position 686 par une proline (GBR2 L686P). Le
résidu 686 est situé dans la boule i3 cytoplasmique du récepteur GBR2 qui est importante
pour l’activité facteur d’échange du nucléotide des RCPG. De plus, nous avons mesuré
l’apparition du protomère GBR1b à la membrane plasmique par une technique d’ELISA
de surface. Ce test nous sert comme contrôle pour quantifier la présence du complexe
GBRI/GBR2 à la membrane plasmique. Pour réaliser cette expérience, nous avons co
exprimé les différents mutants de GBR2 ainsi que GBR2 natif en présence de GBRIb
possédant deux étiquettes : c-myc en N-terminal pour la mesure d’expression de surface
du complexe en ELISA et EYFP en C-terminal pour la mesure de son interaction avec la
protéine G en BRET’ (myc-GBR1b-EYFP). Nous avons également co-exprimé les trois
sous unités de la protéine G, où GŒ est fiasionné à la luciférase (Gai-hRLuc), donneur
d’énergie dans les deux générations de BRET utilisées, et G’y est fusionné à la GFP (Gy2-
75
GfP2) pour mesurer l’activation de la protéine G par la mesure du BRET2. Comme
attendu, lorsque GBR1b est exprimé sans GBR2 le signal d’ELISA est petit, indiquant
qu’une faible proportion de GBR1b se dirige à la membrane plasmique (figure 21,
ELISA). Cependant, l’addition de GBR2 natif ou de chacun des mutants permet le
transport de GBR1b vers la surface comme l’indique l’augmentation de luminescence de
l’essai ELISA. La mesure de l’expression de surface de myc-GBR1b-EYFP par la
méthode d’ELISA nous indique donc que les mutants sont en mesure de cibler de façon
équivalente l’hétérodimère du récepteur GABA à la membrane plasmique.
Nous avons ensuite mesuré la capacité des différents hétérodimères GBR1b/GBR2 natif
ou mutant d’interagir avec la protéine G. Comme auparavant, en l’absence de GBR2,
aucun signal de transfert d’énergie n’est détecté entre la protéine G et GBR1b. L’addition
de GBR2 natif ou des mutants incite un transfert d’énergie entre la protéine G et GBR1b
de façon comparable. Ce résultat semble indiquer que l’interaction entre la protéine G et
l’hétérodimère GBR1b/GBR2, composé par un GBR2 natif ou mutant n’est pas
dépendante de l’activité facteur d’échange du nucléotide du récepteur, puisque les
mutations dans le domaine de liaison du nucléotide n’affectent pas le signal.
Afin de s’assurer que les mutants sont incapables d’activer la protéine G, nous avons
mesuré la modulation de l’interaction au sein de la protéine G hétérotrimérique par
l’ajout d’une concentration saturante de GABA en BRET2. Lorsque GABABR1b exprimé
seul, le GABA ne module pas le transfert d’énergie entre GŒ et Gy alors que l’addition de
GBR2 natif permet de voir apparaître une diminution de signal, tel que présenté
précédemment. Contrairement au protomère de GBR2 natif les mutants sont incapables
de moduler le transfert d’énergie au sien de la protéine G (Duthey et aÏ, 2002). Les
signaux de BRET2 mesurés confirment les données de la littérature et indiquent que ces
mutants sont non fonctionnels pour l’activation de la protéine G, mais qu’ils n’affectent
pas l’interaction avec cette dernière.
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Figure 21: Effet des mutations sur le récepteur GABABR2 sur l’interaction et l’activation de la
protéine G hétérotriérique.
Des cellules HEK293t ont été transfectées par la méthode PEI avec une quantité constante des trois sous
unités de la protéine G (40 ng de Gat1-hRLuc, 100 ng de G13 et 100 ng Gy-GfP2), de 200 ng myc
GABABRIb-EYfP et de 200 ng de GABABR2 natif ou des mutants GBR2-i2(Rl) et GBR2L686P. A)
Mesure de l’effet de GABAR2 ou des mutants sur l’expression de surface de myc-GABABR1b-EYfP par
la technique d’ELISA. B) Mesure de l’effet des différents GABABR2 natif ou mutant sur l’interaction entre
GABAR1b et GŒ1-hRLuc en BREF’ C) Finalement, mesure de la modulation de la protéine G en BRET2.
Résultats représentatifs de trois expériences différentes réalisées en triplicata (+ SEM).
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Suite à l’interprétation de ces différentes mesures, il est possible de conclure que les
mutants du GBR2 sont capables, comme GBR2, de former des hétérodimères avec
GBR1b même s’ils n’activent plus la protéine G hétérotrimérique. Ces hétérodimère sont
également en mesure de former une interaction constitutive avec la protéine G
hétérotimérique aussi efficacement que l’hétérodimère composé par GBR2 natif Ce
résultat renforce donc les arguments en faveur d’une pré-association des RCPG et des
protéines G en complexe de signalisation. Cette observation ouvre une toute nouvelle
question sur la formation du complexe de signalisation. Cette interaction entre la protéine
G et le récepteur est-elle observée uniquement à la membrane plasmique ou est-elle
précoce dans l’acheminement à la membrane plasmique d’un récepteur?
Localisation des interactions RCPG- protéine G
Dans les sections précédentes, nous avons mis en évidence la nécessité de
l’hétérodimérisation du récepteur du GABA pour son interaction avec la protéine G ainsi
que pour l’activation de cette dernière. Également, nos résultats ont permis de mettre en
évidence une interaction constitutive du récepteur avec la protéine G qui ne dépend pas
de l’activité de facteur d’échange du RCPG, car des récepteurs du GABA mutés pour
cette fonction n’ont pas perdus la capacité de former des complexes avec la protéine G.
L’existence de tels complexes récepteurs-protéines G qui sont indépendants de l’activité
du récepteur pose la question de leur site d’assemblage. Se forment-t-ils à la membrane
plasmique ou plus tôt durant la maturation du récepteur? La présence de sous unités de
protéines G dans le RE (G3y) et le Golgi (GŒ et Gf3y) permet d’imaginer que le pré-
assemblage des récepteurs avec leurs protéines G puissent se faire au cours de leur
acheminement vers la membrane plasmique dans la voie de sécrétion (Michaelson et aï,
2002). Tel qu’indiqué plus tôt, le fait que la dimérisation de GBR1 et GBR2 soit
nécessaire aussi bien pour le transport du récepteur à la membrane plasmique que pour
son interaction avec la protéine G pourrait permettre de proposer une relation de cause à
effet entre ces deux phénomènes; c’est-à-dire que l’acheminement du récepteur à la
membrane plasmique est nécessaire pour son interaction avec les protéines G. Toutefois,
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nos résultats ne nous permettent pas d’exclure la possibilité d’un assemblage précoce (ie
dans le RE et ou le Golgi) entre le récepteur et la protéine G suite à la dimérisation des
GBR1 et GBR et même que cet interaction dans la voie de sécrétion soit nécessaire à
l’acheminement membranaire. Pour tenter de différencier entre ces deux possibilités,
nous avons eu recours à un autre RCPG dont l’acheminement à la membrane plasmique
dépend d’une interaction avec une protéine accessoire.
Le «Calcitonine Receptor Like Receptor» (CRLR) répond à ce critère. En effet lorsqu’
exprimé sans une des protéines accessoires de la familles des «receptor activity
modifying proteins» (RAIVIP), le CRLR est retenu dans le RE. Comme décrit dans
l’introduction, le RAIVIP, qui agit aussi comme co-récepteur, est une protéine à un seul
passage transmembranaire permet le transport du CRLR à la membrane plasmique. Ainsi,
nous avons mesuré l’influence de RAMP-1 ainsi que d’un agoniste spécifique du
complexe CRLR-RAIVW-1, le CGRP, sur l’interaction entre le récepteur CRLR et la
protéine G. Pour ce faire, une courbe de titration a été effectuée entre le récepteur CRLR
et Gy ou GŒ. Afin de réaliser ces expériences, une quantité croissante de CRLR-EYFP a
été co-exprimé en présence ou non de RAMP-1 natif et des trois sous unités de la
protéine G (GŒi, Gf31 et G’y2), où une seule des sous unités était fusionnée à la luciférase
(&y2-hRLuc ou GŒi-hRLuc). Dans le cas de l’interaction entre le récepteur CRLR et la
sous unité G’y, un transfert d’énergie mesurable est observé en présence et en absence de
RAIVW-1, provoquant dans ces deux conditions des courbes de saturation superposables
(voir figue 22A). La présence de RAMP-1 ne semble donc pas modifier l’interaction du
récepteur CRLR avec la sous unité Gy, ce qui semblerait impliquer que le CRLR peut
interagir avec la protéine G dans le réticulum endoplasmique. En parallèle, l’effet du
CGRP, sur la modulation du transfert d’énergie entre le récepteur et la protéine G a été
étudié. Sans RAMP-1, l’addition de 10 nM de CGRP durant 2 minutes n’affecte pas le
transfert d’énergie de base (voir figure 22A courbe jaune). À l’inverse, en présence de
RAIVIP-1, une modulation de transfert d’énergie est mesurée suite à l’addition de CGRP
pour ainsi produire une élévation du signal BRET mesuré. Ce résultat rappelle celui
observé précédemment pour le récepteur V2, où la présence d’un agoniste modifie
également le transfert d’énergie. La présence de RAMP ne semble donc pas essentiel à
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une interaction précoce de CRLR avec G’y, mais est essentiel à la modulation de cette
interaction en BRET. Afin de permettre le transport de CRLR à la surface, le récepteur
doit être co-exprimé avec RA]VW-1, ce qui explique l’absence de modulation du signal
BRET en absence de RAIvW-l, puisque le ligand ne peut atteindre le récepteur. Dans ce
cas, le CRLR, est retenu dans le réticulum endoplasmique. Parallèlement, tel que décrit
précédemment (Introduction partie protéine G) le dimère GÇ3y, suite à la prénylation de la
sous unité &y, est acheminé vers le réticulum endoplasmique.
À la lumière de cette information, il est possible de supposer que l’interaction entre la
sous unité Gy et le récepteur CRLR se forme dans le réticulum endoplasmique. Dans le
modèle d’acheminement à la membrane plasmique de la protéine G hétérotrimérique,
contrairement au complexe Gf3y qui est dirigé vers le RE, la sous unité GŒ est dirigée
vers l’appareil de Golgi pour y subir une palmitoylation et/ou une myristoylation selon le
sous-type de GŒ. Cette localisation dans le Golgi favorise la formation d’une interaction
avec le dimère Gf3y en provenance du RE. Par conséquent, aucune interaction entre le
récepteur CRLR et la sous unité GŒ ne devrait être mesurée en absence de RAMP, car les
deux protéines sont compartimentées dans des régions distinctes de la cellule. Afin de
tester cette hypothèse, une courbe de titration de BRET, similaire à celle faite
précédemment a été effectuée, mais cette fois entre la sous unité GŒ fusionnée à la
luciférase et CRLR-EYfP. En absence de RAI\4P-1, la mesure du transfert d’énergie
entre CRLR-EYfP et GŒ1-hRLuc évolue de façon linéaire en fonction de l’augmentation
de l’expression de CRLR-EYFP (voir figure 22B). Cette droite semble indiquer que
l’interaction mesurée serait de nature non spécifique et probablement due à des collisions
aléatoires. Il est aussi possible d’imaginer qu’une faible proportion de récepteurs CRLR
puissent s’échapper du RE vers le Golgi via des RAMP-l endogènes présents dans la
cellule, car cette protéine est exprimée par tous les types cellulaires. Il est également
possible, bien que peu probable, que la sous unité Ga passe du Golgi vers le RE pour
former ce signal non spécifique. À l’inverse des résultats obtenus avec Gy, la co
expression de RAIVW-l modifie le transfert d’énergie entre CRLR-EYFP et Gaj1-bRLuc
(voir figure 223). En effet, le signal de BRET mesuré devient saturable en présence de
RAIvIP-1. La présence de RAMP-l s’avère donc importante pour l’interaction du
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récepteur avec la sous unité Ga. L’addition d’une concentration saturante de CGRP
permet une faible modulation de cette interaction basale entre les deux partenaires en
augmentant légèrement le signal BRET détecté (voir figure 22B, courbe orange vs courbe
bleu). Cette faible modulation du signal peut être attribué à la sous unité de protéine G
utilisée pour cette expérience. Physiologiquement, le récepteur CRLR est
préférentiellement couplé avec la sous unité Gs mais ce récepteur semble également être
sensible à la PTX, ce qui supose un couplage à la protéine Gi dans certaines conditions
(Martin et al, 199$). Nous avons dû utiliser la sous unité Gu11-hRLuc, car aucune sous
unité GŒ5-hRLuc fonctionnel n’était disponible pour cette étude. Dans un avenir
rapproché nous allons construire cette fusion GŒs-hRLuc et répéter les expériences.
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Figure 22: Courbes de titration de l’interaction entre CRLR et les sous unités GŒ et Gï de la protéine
G.
Des cellules HEK293t ont été transfectées par la méthode PEI avec une quantité constante des trois sous
unités de la protéine G (en (A) 100 ng de GŒ1, 100 ng de Gf31 et 40 ng Gy2—hRLuc ou en (B) 40 ng de
Gu1-hRLuc, 100 ng de G1 et 100 ng Gy2) et avec une quantité croissante du récepteur CRLR-EYFP.
L’effet de la co-expression de RAMP1 et/ou de la présence de l’agoniste CGRP a été mesuré pour toutes
les conditions de (A) et (B). Courbes représentatives de deux expériences différentes réalisées en triplicata
(+ SEM).
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Pour s’assurer que le récepteur CRLR peut activer la protéine Gi, nous avons mesuré
l’interaction CRLR/ Ga j en même temps que son activation (modulation de l’interaction
Ga / Gy) en utilisant les deux générations de BRET tel que présenté pour le récepteur du
GABA. Pour cette expérience, le récepteur CRLR-EYFP (mesure de l’interaction avec la
protéine G en BRET’) a été co-exprimé en présence ou non de RAIVW1 natif ainsi que
des trois sous unités de la protéine G où la sous unité Gy est fusionné à la GFP2 (Gy2-
GfP2) et la sous Ga est fusionné à la luciférase (Ga,-bRLuc), permettant ainsi de
mesurer l’activation de la protéine G en BRET2. Tel que décrit précédemment, il est
possible de mesurer une augmentation du transfert d’énergie entre la protéine Ga et le
récepteur CRLR en présence de RAIVLP-1 (voir figure 23, BRET’), ce qui met en
évidence l’importance de RAIVIP-1 pour l’interaction CRLR! Ga. Quant à la mesure de
l’activation de la protéine G, l’addition de CGRP sur les cellules qui ne surexpriment pas
RAMP-1 aucune modulation le signal BRET2 est mesurée (voir figure 23, BRET2). Par
contre dans la condition où RAI\IP est présent, une modulation du transfert d’énergie est
observée. Cette modulation représente un diminution d’environ 5% de la valeur de signal
BRET2 mesuré en l’absence de CGRP. Par ces résultats, le récepteur CRLR semble
pouvoir activer la protéine Gai et ceci ne représente pas la seule évidence d’un couplage
de CRLR avec Gai. En 199$, le groupe de Foord a publié que le récepteur du CGPR peut
être couplé à des protéines G sensibles ou non à la toxine pertussis (PTX). Ils ont
démontré dans les oocytes de Xenopus, que l’expression de RAIvW-1 provoque
l’élévation de la réponse endogène par le CGRP d’un canal potassique GIRK (Martin et
aï, 199$). De plus, ils ont montré que la co-expression du récepteur CRLR potentialise
cette réponse potassique des oocytes, mais à l’inverse, l’ajout de PTX diminue cette
réponse potassique du canal GIRK. Ces résultats indiquent que le récepteur CRLR est en
mesure d’activer une réponse cellulaire dépendante de la protéine Gai tout comme le fait
notre biomarqueur de l’activité de la protéine Gi en BRET. Ce résultat de modulation de
l’activité de la protéine G répète l’importance de RAMP dans l’interaction du récepteur
CRLR avec la protéine Ga ainsi que la nécessité de ce co-récepteur pour l’activation de
la protéine G. En présence de RAMP-1, le récepteur CRLR peut rejoindre la sous unité
Ga dans des compartiments cellulaires où cette interaction peut être favorisée.
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Figure 23: Modulation de l’interaction entre GŒ et Gy par l’activation du récepteur CRLR en
présence ou non de RAMP1.
Des cellules HEK293t ont été transfectées par la méthode PEI avec une quantité constante des trois sous
unités de la protéine G (40 ng de Gu1-hRLuc, 100 ng de Gtl et 100 rig Gy-GfP2), de 200 ng de CRLR
EYfP en présence ou non de 200 ng de RAMP1 natif A) Mesure de l’interaction entre le récepteur CRLR
EYFP et GŒ1-hRLuc en BRET’. B) Effet de la stimulation du récepteur CRLR par 10 jiM de CGRP sur la
modulation de l’interaction au sien de la protéine G en BRET2. Résultats représentatifs de deux expériences
différentes réalisées en friplicata (± SEM).
Ces résultats semble indiquer que précocement après la biosynthèse dans le RE, le
récepteur CRLR semble avoir une pré-association avec les sous unité GE3y. Cette
interaction ne nécessite pas la présence de RAMP. En présence de RAvIP, le complexe
récepteur-RAMP-Gy peut être transporté au Golgi là ou ils sont colocalisés avec la GŒ
permettant la formation du complexe pentaménque CRLR-RAMP-GŒI3Y pour enfin être
exporté à la membrane plasmique ou ils peuvent interagir avec leur ligand le CGRP. Ceci
demeure un modèle théorique qui demande à être confirmé par des expériences
supplémentaires.
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Une des buts principale de ce présent travail était de mettre au point un technique
permettant le mesure d’interaction entre les récepteurs RCPG et les sous unités de la
protéine G dans un carde cellulaire. Les co-immunoprécipitations, les buvardages de type
far-Western et le deux hydride ne possèdent pas les caractéristiques recherchées pour
cette étude. Aucune de ces trois techniques ne permet la mesure t’interaction protéique en
cellules vivantes de façon quantitative, mais également ces techniques ne peuvent pas
mesurer des interactions protéiques en temps réel avec des cinétiques de l’ordre du
milliseconde. De par leurs caractéristiques, les techniques de transfert d’énergie, tel le
BRET et le FRET, représentent une alternative aux méthodes utilisées classiquement en
biochimie. Actuellement, le défit n’est plus de mesurer des interactions entre deux
protéines, mais de suivre plusieurs interactions différentes en même temps. Pour ce faire
nous proposons l’utilisation concomitante des deux générations de BRET ainsi que du
FRET (GfP2-EYFP) dans un seul essai.
Innovation dans le BRET
Les interactions protéiques représentent un domaine important d’étude en biochimie
actuellement. L’élaboration de méthodes sensibles et faciles d’utilisation ouvre des portes
sur l’explication des mécanismes mis en branle par la cellule pour maintenir son
homéostasie et les fonctions cellulaires. Les méthodes de transfert d’énergie tel le BRET
et le FRET servent à étudier ces interactions protéiques en temps réel dans un cadre
cellulaire. De plus, le FRET permet de localiser ces interactions au sein de la cellule
lorsque couplé à la microscopie cofocale. Le défi actuel n’est plus de mesurer
l’interaction entre deux protéines, mais de mettre au point des techniques servant à suivre
l’évolution des interactions protéiques à multiples partenaires. En reliant la puissance des
deux générations de BRET ainsi que du FRET, nous avons pu démontrer dans ce
mémoire qu’il est possible de détecter ces interactions entre plusieurs protéines. En effet,
la cumulation des deux générations de BRET dans la même expérience a permis de suivre
la formation d’un hétérodimère GABAR1 et GABA3R2 en même temps que la
formation d’un complexe avec la protéine G. L’utilisation combinée de ces trois
techniques ouvre des possibilités quant à l’étude des interactions spatio-temporelles de
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différentes protéines régulatrices de l’activité des RCPG. Par exemple, selon le modèle de
désensibilisation du récepteur, suite à la liaison d’un agoniste, ce dernier est phosphorylé,
puis internalisé. Différentes protéines se succèdent durant ce mécanisme de
désensibilisation. Avec l’utilisation des deux générations de BRET, il serait possible de
mesurer l’arrivé des différents régulateurs et leur impact sur l’interaction des protéines
fixées préalablement.
Les méthodes de transfert d’énergie tel le FRET et le BRET ont permises de transformer
le domaine des RCPG en permettant l’étude de l’oligomérisation. L’utilisation
concomitante des deux générations de BRET dans un seul essai, nous permet d’aller
encore plus loin en suivant trois interactions différentes via le BRET’, le BRET2 et te
FRET (GfP2-EYFP). Chacune de ces techniques, le BRET et le FRET, ont la capacité de
suivre en temps réel les interactions protéiques (Pfleger et Eidne, 2005). Cette
caractéristique nous a permis de comparer les cinétiques d’apparition d’interactions entre
les récepteur du GABA et la sous unité alpha de la protéine G en BRET’ et BRET2 (voir
figure 16), mais également la formation de dimère de récepteurs entre GABABR1 et
GABAR2 en FRET. Nous avons conclu de ces résultats que l’apparition d’interaction de
chacun des récepteurs de l’hétérodimère avec la protéine G se produisait en même temps
que la formation de cet hétérodimère. Contrairement au FRET, le BRET ne permet pas de
localiser les interactions protéiques en condition de cellules vivantes (Pfleger et Eidne,
2005). Pour les interactions entre le récepteur CRLR et la sous unité gamma de la
protéine G, le BRET mesuré sans la coexpression de RAJVW permet de supposer que cette
interaction se produit dans le réticulum endoplasmique (RE). Sans la présence de RAMP
le récepteur CRLR est incapable de sortir du RE. Afin de pouvoir confirmer ce résultats
de BRET entre le récepteur CRLR et la sous unité gamma de la protéine G nous
prévoyons l’utilisation de la microscopie-FRET.
D’autres techniques récemment mises au point, ont également comme but d’étudier
l’interaction entre protéines. Le PCA, ou essai de complémentation protéique, en est un
bon exemple. Cette technique est basée, comme son nom l’indique, sur la reconstitution
de l’activité d’une protéine scindée en deux portions puis fusionnées à des protéines
d’intérêts. Lorsque les protéines d’intérêt interagissent, le rapporteur est reconstitué et
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retrouve son activité, puis émet un signal mesurable (Galarneau et aI, 2002). Les
rapporteurs généralement utilisées pour le PCA sont des enzymes tel la f3-lactamase
(Galarneau et ai, 2002). ou la luciférase (Paulmurugan et Gambhir 2003), mais également
il est possible d’utiliser la GFP (Ru et ai 2002. Par conséquent, le couplage de cette
technique avec le BRET pouffait générer un outil très puissant pour mesurer la formation
de complexe à plusieurs partenaires. Pour ce faire, la luciférase serait scindée en deux
(Paulmurugan et Gambhir 2003) et chacune des parties serait fusionnée à deux protéines
différentes, et finalement la GfP serait fusionné à une troisième protéine. La co
expression des trois constructions dans des cellules donnerait la possibilité de suivre la
formation d’un complexe multiprotéique. L’apparition de luminescence serait le résultat
de la complémentation de la luciférase dû à l’interaction des protéines étudiées, tandis
que le transfert d’énergie à la GfP témoignerait de l’interaction des deux protéines
fusionnées aux fragments de iuciférase avec la protéine fusionnée à la GFP. L’avantage
de cette nouvelle approche sera de ne plus avoir de signal croisé dû aux substrats tel
qu’observé dans le cas d’utilisation des deux générations BRET en même temps, car dans
le couplage du PCA avec le BRET un seul substrat pour la luciférase sera utilisé. Un
autre avantage est que seul l’interaction des trois protéines étudiées donnerait du signal
BRET, car l’interaction entre une seule des deux protéines fusionnées aux fragments de la
luciférase et la protéine fusionnée à la GFP serait dans l’impossibilité de transférer de
l’énergie. Ceci n’est pas toujours le cas lors de l’utilisation des deux générations de
BRET. Il est possible d’imaginer que les trois protéines n’interagissent pas à l’intérieur
d’un même complexe pour avoir un signal dans chacune des deux générations de BRET
ainsi que du FRET. Dans ce contexte, il est facile d’imaginer un transfert d’énergie entre
la luciférase et la EYFP sans que le GfP2 soit présente et vice-versa. En d’autres termes,
le jumelage des deux générations permet de mesurer trois interactions différentes en
même temps sans que ces interactions soient dépendante l’une de l’autre. Dans le cas
présenté dans ce mémoire, l’interaction de la protéine G avec le récepteur du GABA est
dépendante de la formation de l’hétérodimère GABABR1b/GABABR2, donc l’utilisation
des deux générations est possible et témoigne de la formation de complexes de
signalisation (signalosomes).
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Malgré le fait que le BRET est un outil puissant, cette technique possède des limites. Une
de ces limites est que nous devons travailler avec des protéines de fusion dans des
systèmes d’expression hétérologue tel les cellules HEK293. Le désavantage de cette
approche est que la surexpression de ces protéines de fusion peut changer le
comportement de la protéine d’intérêt en altérant sa localisation, la demi-vie, les
cinétiques d’interaction et autres. De plus, cette technique est difficilement adaptable
pour des études d’interaction protéique dans un contexte d’organiste entier. Afin de
confirmer les résultats obtenus, il serait possible de faire des co-immunoprécipitations
entre les récepteurs et les protéines G similaire à ceux effectuées par le groupe de Davies
(Little et aÏ, 2004), mais avec les différents sous unités du récepteur du GABA par
l’utilisation d’anticorps spécifiques pour chacun. Ces expériences seraient effectuées sur
des neurones de souris natives pour ainsi voir s’il est possible d’immunoprécipiter des
protéines G hétérotrimériques. En parallèle, il serait possible de faire des co
immunoprécipitations sur des neurones de souris qui n’exprime plus (souris knockout)
GABABR1 (Brown et aÏ, 2003) ou GABABR2 (Gassmann et aÏ, 2004) et voir s’il est
toujours possible de suivre des interactions entre le co-récepteur restant et des protéines
G hétérotrimériques. Les avantages de cette méthode seraient de suivre des interactions
protéiques au sein d’un tissu ainsi que suivre ces interactions avec les protéines G
hétérotrimériques natives. Par contre, les désavantages sont nombreux, dont la mise au
point des conditions de co-immunoprécipitations permettant de suivre les interactions
récepteur-protéine G et à la lumière ce ces résultats, il serait toujours possible de croire
que ces interactions soient non spécifiques et dues à la lyse des cellules. Comme aucune
technique n’est parfaite, l’utilisation de plusieurs techniques différentes pourraient
permettre d’être plus confient des résultats obtenus.
Dimère de récepteur: comme unité de fixation de la protéine G
hétérotrimérïque
La dimérisation des RCPG est un concept qui existe depuis un certain nombre d’années et
l’existence de récepteur sous forme de dimère n’est plus à démontrer comme le montre le
nombre important de publications parus au cours de cinq dernières années. Ces
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publications démontrent l’existence de dimère de récepteurs en utilisant une pléiade de
techniques biochimiques, dont la technique de transfert d’énergie (BRET). Cependant, le
rôle de cette dimération des récepteurs demeure toujours sans réponse à ce jour. Une des
utilités de la dimérisation pourrait être relié avec son activité, qui dépendrait de cette
dimérisation. Par exemple, il est généralement accepté que les récepteurs tyrosine kinase,
récepteurs à un seul passage transmembranaire, dimérisent suite à leur activation par un
agoniste (Thiery W, Chopin, 1999). Cette dimérisation favorise une auto-phosphorylation
de la portion C-terminale de chacun des récepteurs et ainsi permet le recrutement de
diverses autres protéines, tel que les protéines de la famille src, pour permettre la
signalisation (Thiery W, Chopin, 1999). Il est donc concevable que la dimérisation des
RCPG soit nécessaire pour certaines de leurs fonctions cellulaires, par exemple leur
interaction avec la protéine G.
Les résultats du présent mémoire ont révélés que te récepteur GABABRÏb seul n’a pas la
capacité de fixer la protéine G, mais en présence de GABABR2, un signal BRET entre la
protéine G et GABABR1b est mesurable. Également, GABABR2 ne peut avoir de signal
BRET spécifique sans la présence de son co-récepteur GABA11R1b. La formation d’un
hétérodimère GABABRIb/GABABR2 crée ainsi une unité permettant la fixation et
l’activation de la protéine G. C’est la première fois que des résultats expérimentaux
montre la nécessité d’avoir un dimère de récepteur pour son interaction avec une protéine
G. Selon le groupe de Palczewski, le ratio d’un protomère de rhodopsine et d’une
protéine G hétérotrimérique ne serait pas compatible avec les observations effectuées sur
les structures 3D respectives (Filipek et aÏ, 2004). Ils ont remarqué que l’unité minimale
permettant l’ancrage simultané de GŒ et de G13y était un dimère de récepteur. Ainsi, fa
formation du dimère créerait un site de liaison pour la protéine G hétérotrimérique. Les
travaux du groupe de Palczewski ont montré que l’activation de la protéine G requiert un
dimère de récepteur (filipek et aÏ, 2004), ce qui est également ressorti des résultats
obtenus dans ce présent mémoire. Dans le contexte du récepteur GABA, il est évident
que l’hétérodimérisation de ce récepteur est essentiel à sa signalisation tel que démontré à
plusieurs reprises dans la littérature. Non seulement cette activation de la protéine G
dépend de la présence des deux récepteurs du GABA, mais l’interaction de la protéine G
semble également dépendre de cette formation de complexe GABABR1/GABABR2,
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Afin de nous permettre de généraliser cette dépendance de la formation de dimère pour
l’interaction de la protéine G, il serait important de le démontrer pour une gamme de
récepteur homodimérique et hétérodimérique. Ce type d’expérience est présentement
difficile à réaliser pour des homodimères, car un homodimère est formé de deux protéines
identiques et, par conséquent, il n’est pas possible de différentier une interaction entre
une récepteur unique avec la protéine G ou un dimère de récepteur par les techniques
actuelles. L’utilisation simultanée, par exemple, du PCA et du BRET ne nous donnerait
pas plus d’information sur la nécessité d’un dimère. Dans ces expériences, on pourrait
imaginer la fusion de chacune des parties de la GFP sur des récepteurs Ç32-AR
indépendants ainsi que la luciférase sur la protéine G. La reconstitution de la GfP par la
dimérisation du récepteur permettrait un transfert d’énergie avec la protéine G.
Cependant, cette expérience ne nous indiquerait pas si cette dimérisation est essentiel au
fonctionnement du récepteur, car il est possible d’imaginer que la co-expression d’un seul
des deux récepteurs avec la protéine G pourrait activer celle-ci sans qu’il y ait transfert
d’énergie entre récepteur/protéine G. En d’autre terme, il serait important de trouver un
model de récepteur, ou des mutants de récepteur, avec lequel nous pourrions modifier la
dimérisation via un traitement extérieur, soit via la température ou via l’addition des
molécules qui induiraient cette dimérisation.
Le récepteur du GABA possède les caractéristiques nécessaires permettant cette étude de
dépendance de la dimérisation des récepteurs pour l’interaction avec la protéine G. Le
récepteur GABABR1 est l’unité qui fixe les agonistes, mais il ne peut transmettre une
signalisation sans son co-récepteur. La mutation RSRR en ASAR du site de rétention
dans le RE de GABABR1 induit une relocalisation du récepteur à la membrane
plasmique. Malgré cette distribution à la surface cellulaire, le mutant ASAR de
GABABR1 est incapable d’induire une signalisation par l’addition de GABA (Pagano et
ai, 2001). Cette signalisation est rétablie lors de la co-expression de GABABR2 avec le
mutant GABABR1. Un autre groupe a effectué des mutations dans le site d’interaction
entre GABABR1/GABABR2 en plus de la mutation du site de rétention dans le RE. Ce
récepteur GABARl double mutant possède toujours la capacité de transiter vers la
membrane plasmique, mais il est incapable cette fois de produite de signalisation même
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en présence de GABABR2 (Margeta-Mitrovic et aÏ, 2000). Ces résultats permettent de
conclure que GABABR1 comme entité indépendante n’est pas en mesure d’activer la
protéine G. De son côté, lors que exprimé seul en cellule, le récepteur GABA3R2 est
incapable de produire une réponse cellulaire, car GABABR2 est incapable de lier les
agonistes naturelles. Le récepteur GABABR2 représente l’unité fonctionnelle pour
l’activité d’échange du nucléotide de la protéine G, car des mutants des boucles
cytoplasmiques de GABA3R2 empêche l’activation de la protéine G. L’hypothèse qui est
ressortie de ces résultats est que l’hétérodimérisation semble essentiel pour l’activation de
la protéine G (Margeta-Mitrovic et aÏ, 2000). Cette activation de la protéine G se produit
par une trans activation entre les deux récepteurs, où GABABR1, suite à la fixation de
GABA dans son domaine ‘Venus flytrap’, peut stimule l’activité facteur d’échange du
récepteur GABABR2 qui fixe la protéine G ainsi permettant la l’activation de cette
dernière.
Les résultats de ce présent mémoire indiquent que l’activité facteur d’échange du GDP du
récepteur GABABR2 ne semble pas nécessaire pour l’interaction avec la protéine G (voir
figure 21) puisque des récepteurs GABABR2 mutants pour cette activité ont montré une
habileté similaire au récepteur GABABR2 natif pour l’interaction avec la protéine G. Seul
la formation de l’hétérodimère GABABRI/GABABR2 semble requise pour la formation
d’une interaction spécifique entre la protéine G et le récepteur du GABA. Finalement,
l’interaction avec la protéine G semble constitutive, car aucune modulation de cette
interaction n’a été mesurée suite à l’addition de l’agoniste GABA. En BRET, l’addition
d’un agoniste module l’interaction du récepteur avec la protéine G, pour la majorité des
récepteurs analysés (Gales et aÏ, 2005). Cette modulation de signal peut être explique soit
par un recrutement de la protéine G au récepteur ou par un changement de conformation
des protéines au sein d’un complexe de signalisation préformé.
Modulation du signal BRET dans l’interaction protéine G/Récepteur
Le BRET est une technique puissante utilisée pour mesurer des interactions protéiques
dans un contexte cellulaire. Depuis son utilisation pour mesurer la formation de dimères
du récepteur 32-adrénergique dans le laboratoire du Dr Bouvier, cette technique a
extrêmement évoluée. En plus de mesurer la dimérisation, le BRET jauge les interactions
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en temps réel en réponse à des stimulis. Le premier exemple de cette modulation est le
recrutement de la 3-arrestine au récepteur. Après sa découverte par le groupe de
Lefkowitz, la f3-arrestine a bien été caractérisée et a démontré une affinité acrue pour les
RCPG suite à activation de ces dernières (Lohse et aI, 1990). En BRET, il est facile de
suivre en temps réel la fixation de la 13-arrestine sur un RCPG après l’addition de
l’agoniste. Au départ, aucune interaction entre les deux protéines n’est mesurée et
l’addition d’un agoniste spécifique au récepteur recrute la f3-arrestine au récepteur, ce qui
produit un signal BRET. Ceci représente le premier exemple concret de modulation d’un
signal BRET entre deux interacteurs et ouvre la porte à l’utilisation de cette technique
pour l’étude de d’autres protéines interagissant avec les RCPG.
Très rapidement l’utilisation du BRET pour mesurer des interactions entre des récepteurs
et la protéine G hétérotrimérique est devenue une priorité. La génération d’un complexe
entre la protéine G et le récepteur a été très étudié depuis la découverte de cette protéine
par Gilman. Selon le modèle qui découle de ces travaux, le récepteur recrute
l’hérétotrimère de la protéine G et favorise l’échange du GDP pour du GTP. Une fois lié
au GTP, l’hétérotrimère se scinde en deux portions, soit le GŒ-GTP et le dimère Gf3y, qui
iront par la suite activer différents effecteurs cellulaires (Gilman, 1987). A l’état basal,
l’interaction entre les RCPG et la protéine G serait en équilibre entre une forme liée et
non liée, et cet équilibre changerait en présence d’un agoniste pour favoriser la forme liée
suite à l’induction un changement de conformation sur le récepteur. Lorsque mesuré par
la technique du BRET, un signal de base et une augmentation dépendante de la dose
devrait donc être observée en fonction de l’augmentation de la concentration d’agoniste
ajoutée. En exploitant la technique du BRET, l’étude d’interaction entre la protéine G et
les RCPG, utilisant les récepteurs 32-adrénergique (Gales et aI, 2005) ou vasopressine de
type 2 (voir figure 18) a révélé que la protéine G pouvait interagir directement sans la
présence d’un agoniste et que la présence d’un agoniste augmentait le signal BRET, ce
qui va dans le sens du modèle classique d’actication de la protéine G.
Par contre, les résultats qui ont permis l’élaboration du modèle classique ont été obtenus
par des expériences in vitro ou par reconstitution de membranes, donc en dehors d’un
92
contexte physiologique normal (Gilman, 1987). Certaines nouvelles données obtenues en
cellules vivantes soulèvent toutefois un doute sur la validité de ce modèle (Gales et aï,
2005). Une autre explication pourrait élucider ces modulations du signal BRET mesuré
entre le récepteur et la protéine G. Le récepteur serait en interaction avec la protéine G à
l’état inactif et un simple changement de conformation provoqué par la fixation d’un
agoniste rendrait possible l’activation de la protéine G. Tout comme pour l’explication
par le modèle classique, un signal BRET serait mesuré à l’état de base et une agoniste
produirait un changement de conformation qui orienterait différemment les rapporteurs,
ce qui modulerait le signal BRET. Basé sur ces spéculations, il est possible d’imaginer
qu’un changement de conformation du récepteur pourrait induire les modulations
obtenues en BRET.
Le groupe de Palczewski travaillant sur le récepteur rhodopsine a établi que ce récepteur
était sous forme de dimère dans les membranes natives de la rétine en utilisant la
microscopie à force atomique (Fotiadis, 2003,). Également, ils ont montré que lorsqu’un
protomère de rhodopsine est activé, les sept passages transmembranires de ce protomère
subissent un changement de conformation et passe l’information de
l’activationlinactivation au second protomère du dimère (filipek et aï, 2004). Par la suite,
ils ont établi, à partir de calcule sur les structures cristallographiques du récepteur
rhodopsine et de l’hétérorimère Gt, que la surface de contacte ainsi que l’énergie interne
du complexe ne favorisent pas une interaction directe entre de la protéine G et le
récepteur à l’état de base. La pénétration incomplète de la région C-terminal de la sous
unité GOEt au sein d’un protomère conduit à éliminer le contact entre le N-terminal du
même Gat avec l’autre protomère du dimère de récepteur inactif. Cependant, lorsqu’une
unité de rhodopsine est activée dans le dimère, une complémentation entre le N-terminal
de GOEt et le protomère inactif est maintenant envisageable (Filipek et aÏ, 2004). Les
travaux du groupe de Palczewski ne réfutent pas la possibilité d’une proximité de la
protéine G avec un récepteur à l’état basal, mais montrent que l’interaction directe entre
les deux protéines requière un changement de conformation du récepteur ainsi que
l’activation de la protéine G requiert un dimère de récepteur (Filipek et aÏ, 2004). Il est
possible d’imaginer que la protéine G soit près du récepteur et que l’activation d’un
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protomère réoriente le complexe, ce qui expliquerait la modulation positive du signal
BRET mesuré pour le récepteur V2 et f32adrénergique. Par contre, il est difficile de
distinguer entre un recrutement de la protéine G versus un changement de conformation à
l’intérieur d’un complexe de signalisation, pour expliquer le changement de signal BRET
mesuré suite à la stimulation de ces deux récepteurs. Afin de pouvoir conclure sur la
contribution du recrutement versus un changement de conformation qui serait
responsable de cette modulation du signal BRET, il est important de pouvoir éliminer un
des deux facteurs. Dans le but d’éliminer l’impacte du changement de conformation,
l’utilisation d’un récepteur où ce changement de conformation ne se répercutera pas sur
toute la structure du récepteur. Le récepteur du GABA semble un bon modèle, car le C-
terminale de ce récepteur est relativement plus long que la majorité des autres récepteurs.
Distance entre le C-terminal et la protéine G comme explication de non
modulation du signal BRET entre le récepteur du GABA et la protéine G
Le BRET est la résultante du transfert d’énergie entre la luciférase et la GFP. La distance
entre les rapporteurs figure comme l’un des principaux facteurs influençant le transfert
d’énergie. La courbe de la figure 24 représente le signal BRET obtenu en fonction de la
distance entre les protéines qui génèrent ce BRET. La courbe prend l’allure une sigmoïde
où, plus la distance est grande, moins le signal BRET est élevé. La sigmoïde se divise en
trois partis, soit deux régions plateaux à chacune des extrémités et une région linéaire
entre ces deux plateaux. Lorsque l’espacement entre des protéines qui produisent des
signaux BRET se situe dans la portion linéaire de la courbe, un faible changement de
distance entre ces protéines modulera grandement le transfert d’énergie. Par contre,
lorsque les interactions produisant des signaux BRET sont situées dans les extrémités, un
changement de distance m€me significatif ne produira pas de changement mesurable dans
le signal BRET mesuré (voir figure 24, encadré rouge). Dans le cas de la modulation de
l’interaction entre le récepteur V2R-EYFP et la sous unité Gy-hRLuc par l’AVP (voir
figure 18), il est possible d’expliquer le changement de BRET par un recrutement de la
protéine G au récepteur. Il est également possible d’attribuer ce changement de BRET à
un changement de conformation dans un pré-complexe récepteur/protéine G. Ces
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protéines semblent interagir à l’état basal et l’addition du ligand change la conformation
du récepteur, ce qui modulera la distance entre sa portion C-terminal (fusionnée à
l’accepteur) et la protéine G (fusionné au donneur). L’espacement à l’état de base entre le
récepteur et la protéine G permet d’avoir une distance qui se situe dans la portion linéaire,
ce qui permet de voir cette modulation de signal BRET par un agoniste.
Distence (A)
Figure 24: Courbe théorique de l’effet du transfert d’énergie BRET en fonction de ta distance entre
deux partenaires.
L’analyse des résultats obtenus pour l’interaction entre les récepteurs du GABA et la
protéine G laisse croire que le phénomène de distance pourrait expliquer pourquoi
l’addition d’un agoniste ne module pas le signal BRET. Plusieurs études attribuent les
boucles internes du récepteur GABABR2 comme étant la cible de liaison pour la protéine
G (Duthey et ai, 2002). Les récepteurs du GABA ont la caractéristique d’avoir une queue
C-terminal très longue, soit environ 200 acides aminés. L’addition de résidus dans une
chaîne d’acide aminé augmente la longueur de la chaîne d’environ l,5À par résidu soit
presque 300k pour la queue C-terminal complète des récepteurs du GABA. Évidemment,
ces queues ne sont pas linéaires et les structures secondaires et tertiaires peuvent
diminuer cette distance. Toutefois, le fait de mettre un rapporteur à la fin de la queue C-
terminal du récepteur du GABA augmente la distance de ce rapporteur du domaine
d’interaction de la protéine G comparativement aux récepteur J32AR ou V2R qui ont des
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queues C-terminal beaucoup plus courtes. Sur la figure 24, le rectangle rouge représente
la région de la courbe où devrait être retrouver les signaux de BRET mesurés pour une
distance relativement importante entre les partenaires de BRET. Tel qu’expliqué
précédemment, cette région est caractérisée par un faible transfert d’énergie et une
variation de signal BRET en fonction de la distance peu importante. Il serait donc
possible d’attribuer le faible niveau de signal BRET obtenu pour l’interaction entre les
récepteurs du GABA et la protéine G à la longueur de la portion C-terminale des
récepteurs.
D’autres explications peuvent également être mises de l’avant pour expliquer ce faible
niveau de signal BRET. Certaines protéines ont la capacité de lier les portions C-
terminales des récepteurs du GABA. Par exemple, pour GABABR1, les protéines ATF-4,
H-3-3 et Marlin-1 démontre une interaction pour différente région de la queue C-
terminale de ce récepteur (Couve et aÏ, 2004). Pour GABABR2, les protéines IVIIJPP-1,
CHOP, NSF et 13-filamin semble pouvoir interagire avec la région C-terminal de ce
récepteur (Couve et aÏ, 2004). Ces diverses protéines pourraient diminuer le transfert
d’énergie entre la GFP en C-terminal des récepteurs du GABA et la luciférase fusionnée
à la protéine G en en altérant le transfert d’énergie entre les rapporteurs. Finalement, le
changement de conformation des récepteurs du GABA pourrait ne pas moduler la
distance entre la fin du domaine C-terminal et la protéine G. Le modèle d’activation du
récepteur du GABA est bien caractérisé. Les domaines extracellulaires du récepteur
GABA présentent une structure cristallographique en forme de ‘Venus-flytrap’, lorsque
inactif la portion N-ternimal de GABABR1 et GABA8R2 est en position ouverte. La
présence de GABA dans la pochette de liaison sur GABABR1 produit une fermeture du
domaine ‘flytrap’, ce qui engendre un glissement des deux domaines transmembranaires
des récepteurs l’un vers l’autre. Du coup, ce glissement pourrait activer la protéine G sans
moduler la distance de cette dernière et la portion C-terminal du récepteur.
Afin d’éliminer les différentes possibilités pouvant explique l’absence de modulation du
signal BRET entre la protéine G et le récepteur du GABA, la construction d’un récepteur
avec un rapporteur dans une position différente pourrait être utilisée. Dans leur étude du
réarrangement du dimère de récepteurs au glutamate de type 1 (mGluRl), Tateyama et al.
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(Tateyama et cii, 2004) ont construit des récepteurs avec des GFP dans les trois boucles
internes. À la lumière de leurs résultats, ils ont conclu que les boucles il et i2 peuvent
recevoir une GFP, alors que la boucle i3 ne peut recevoir la GFP car le récepteur ne
semble plus fonctionnel. Ils ont également construit des récepteurs possédants une ECFP
en C-terminal et un EYFP dans l’une ou l’autre des boucles (il et i2) et ont démontré la
possibilité de mesurer du FRET intramoléculaire (Tateyama et ai, 2004). Cependant, ce
signal FRET n’était pas modulable par la présence d’agoniste. Les récepteurs mGlu et
GABA font parti de la même famille et ils possèdent tous deux un C-terminal très long.
Ces résultats obtenus avec le récepteur mGlu vont dans le même sens que ceux obtenus
dans le présent mémoire, car le changement de conformation du récepteur par la présence
du ligand ne semble pas affecter la conformation du C-terminal ni même rapprocher le C-
terminal des boules du récepteur (Tateyama et ai, 2004). Par conséquent, la construction
de récepteur du GABA avec une GFP dans les boucles internes pourrait possiblement
permettre de mesurer un BRET de base avec la protéine G ainsi qu’une modulation de
cette interaction en présence de ligands.
Dans une autre étude, ils ont construit des récepteurs doublement marqués avec deux
GFP pour mesurer un signal FRET intramoléculaire (Vilardaga et ai, 2003). Les
récepteurs Œ2A-adrénergique (Œ2A-AR) de la classe I et l’hormone parathyroïde (PTHR)
de la classe II ont été fusionnés avec la ECFP dans la boucle interne i3 et en C-terminal
par la EYFP. Contrairement au récepteur mGluRl double GFP, Œ2A-AR et PTHR ont la
capacité de moduler le signal de base par la présence d’agoniste alors que le signal FRET
reste inchangé en présence d’antagoniste. Ceci suppose que la longueur du C-terminal
peut avoir une influence directe sur les résultats obtenus en FRET, mais également
lorsque le BRET est utilisé, puisque ces deux techniques sont très similaires.
Peu importe la raison réel qui explique l’absence de modulation de signal BRET entre le
récepteur du GABA et la protéine G, la résultante de cet effet est la même, soit de ne pas
permettre un changement de distance entre les rapporteurs du signal BRET, donc pas de
modulation de signal. Ce qui, à première vu, peut sembler un problème technique, est en
réalité le meilleur argument pour prouver que le changement de conformation du
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récepteur joue un rôle majeur dans la modulation du signal BRET en présence d’un
agoniste. Dans le contexte du récepteur GARA, comme la distance entre le site
d’interaction avec la protéine G heterotrimérique (les boucles cytoplasmiques Chang et
ai, 2000 ou le potion C-terminal Blahos et ai, 1998) est éloigné du site de liaison de
l’accepteur d’énergie pour le BRET (fin de la queue C-terminal des récepteurs), il est
possible d’imaginer que la distance entre les rapporteurs du signal BRET se situe dans la
portion représenté en rouge sur la figure 24, soit vers la fin de la courbe sigmoïde. Dans
cette région, tel que mentionné précédemment, un changement de distance entre les
rapporteurs de transfert d’énergie ne module pas le signal BRET mesuré.
Replaçons nous dans le contexte où une protéine G serait recrutée suite à l’activation du
récepteur. Selon le modèle classique, une proportion des récepteurs est en interaction
avec la protéine G et l’autre partie est exempte de protéine G à l’état de base (en absence
d’agoniste). Nous devrions donc obtenir un signal BRET qui correspond au
rapprochement de la luciférase et de la GfP pour la faible proportion de la population de
récepteur lié à une protéine G. En d’autre terme, une faible proportion des protéines G se
trouve a une distance connue donc à proximité du récepteur et le reste des protéines G se
trouve à une distance infinie du récepteur, donc incapable de générer un transfert
d’énergie. L’addition d’un agoniste change le rapport entre les populations de protéine G
à une distance connue (lié au récepteur) et celle qui est à une distance infinie en faveur de
la population où la distance est connue. Ce qui rapproche de nouvelles protéines G des
récepteurs et forme de nouvelles interactions. La présence d’un agoniste sur le récepteur
devrait créer un recrutement de la protéine G et le rapprochement de nouvelles protéines
G au récepteur devrait se refléter par l’augmentation du signal BRET mesuré. Pour le
récepteur du GABA, la présence d’un agoniste ne modifie pas le signal BRET mesuré.
Par conséquent, il ne semble pas y avoir de formation complexe récepteur-protéine G
supplémentaire. Dans ce contexte, il est difficile de réconcilier ces résultats avec le
modèle classique d’activation de la protéine G, où la formation de nouveaux complexes
augmenterait le signal BRET. Ce résultat argumente donc plutôt pour un changement au
sein d’un pré-complexe de signalisation suite à la stimulation d’un récepteur par un
agoniste.
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Un deuxième argument vient soutenir L’hypothèse de changement de conformation du
récepteur. Cet argument vient de l’analyse des courbes de titrations obtenues avec le
récepteur V2 en présence et en absence d’un agoniste. Théoriquement, ce type de courbe
nous permet de calculer l’affinité relative entre deux protéines en mesurant le BRET50
(valeur de GFP/Luc obtenu à 50% du signal BRET maximal mesuré). Comme les deux
courbes proviennent des mêmes populations cellulaires, seul l’addition ou non d’un
agoniste différencie les deux conditions, il est possible de comparer directement les
BRET50 obtenus. Pour le cas de l’effet d’agoniste du récepteur V2 (voir figure 18), les
BRET50 mesurés sont similaire pour les deux conditions (en présence ou non d’AVP).
Pour un recrutement de la protéine G, nous nous serions attendu à voir un déplacement du
BRET50 vers la gauche en présence d’agoniste, reflétant une augmentation d’affinité du
récepteur pour la protéine G. Ceci n’est pas le cas pour l’interaction de la protéine G avec
le récepteur V2.
En plus de nécessiter la formation d’un dimère, l’interaction de la protéine G semble être
constitutive sans stimulation du récepteur. Si l’addition d’un agoniste n’est pas le moteur
de la formation d’une interaction entre la protéine G hétérodimérique et le récepteur, cette
interaction doit être pré-formée quelque part dans la cellule. La question naissant de ces
résultats est, où peut bien être formée ce complexe de signalisation constitué de
récepteurs et de protéines G? À la surface cellulaire ou hâtivement lors de la maturation
du récepteur?
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Interaction précoce entre RCPG et protéine G
En regardant les courbes de titration obtenues pour les interactions entre le récepteur
GABABR1b et des différentes sous unités de la protéine G, en présence de GABAR2, il
est possible de remarquer une différence significative pour les sous unité Gy et G3
comparativement à la sous unité GŒ (figure 14 et 15). La différence témoigne d’une
interaction différente de ces sous unités avec le récepteur GABA3R1b. Si le récepteur
interagissait de la même façon avec les trois sous unités, les courbes de titration entre les
récepteur du GABA et les sous unités de la protéine G devraient être comparables.
Pour l’interaction de la sous unité GŒ, la courbe de titration prend la forme d’une courbe
de saturation classique en hyperbole. Cette interaction semble dépendre uniquement de
l’affinité relative de chacun des protéines pour l’autre. À l’inverse, la courbe de titration
entre le récepteur GABABR1b et le dirnère Gbête/gamma prende la forme d’une sigmoïde
et il est possible d’imaginer que leur interaction ne dépend pas uniquement de leur
affinité respective, mais qu’un phénomène de coopérativité entre en jeu, comme par
exemple la formation d’un hétérodimère GABABR1b/GABABR2. Pour l’instant, les
causes de cette courbe en sigmoïde pour l’interaction entre GABABR1 et le dimère G3y
ne sont pas clairement établies. Par contre, certaines hypothèses, qui demandent à être
vérifié, peuvent être mises de l’avant. Un modèle classique d’interaction formant une
courbe en sigmoïde est l’interaction de l’oxygène sur l’hémoglobine. Cette protéine de
transport d’oxygène est en mesure de fixer quatre molécules et cette coopérativité est due
à un changement d’affinité de l’hémoglobine provoqué suite à la liaison de la première
molécule d’oxygène. La fixation de la première molécule d’oxygène modifie légèrement
la structure de la protéine, se qui favorise l’entrée d’une deuxième molécule d’oxygène,
et ainsi de suite. La transposition de ce mécanisme de coopérativité est difficile à faire
pour l’interaction du récepteur du GABA avec la protéine G sans introduire certains
concepts qui ne sont pas démonté à ce jour comme par exemple le concept d’oligomère
de récepteur. La coopérativité n’est qu’un exemple possible pour expliquer la formation
d’une courbe de titration sigmoïde. Toutefois, de cette analyse des courbes de titration de
GABABR1b, il est possible de mettre en évidence une interaction différente des sous
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unités de la protéine G (alpha versus betalgamma) pour le récepteur GABABRÏ, qui
pourrait être attribués à des interactions séquentielles.
Selon le modèle établi par le groupe du Dr Philips, les deux sous unités G3 et Gy sont
traduites dans le cytoplasme, puis, après la prénylation de &y, le dimère se dirige vers le
RE (Michaelson et ai, 2002). Une fois dans le RE, la maturation de Gy est achevée par
une méthylation protéolytique de son C-terminal. Le dimère Gf3y peut alors poursuivre
son cheminement vers le Golgi où il interagira avec la sous unité GŒ. Cette dernière est
également synthétisée dans le cytosol, puis acheminée vers le Golgi pour être palmitoylé
et/ou myristoylé selon la sous unité. Dans le Golgi, l’hétérotrimère de la protéine G est
formé et est prêt à être dirigé à la membrane plasmique.
Comme le protomère GABABR1 est retenu au RE lorsque transfecté seul, s’il avait une
affinité pour le dimère G13y, un signal BRET aurait dû être observé, car le dimère Gf3y se
retrouve également dans le RE. Comme l’additon de GABABR2 change la localisation du
récepteur GABABRÏ, nous avons cherché au autre modèle de récepteur qui pouvait être
retenu dans le RE et interagir avec le dimère G3y.
Le récepteur CRLR répond aux mêmes critères que GABABR1 en ce qui concerne la
nécessité d’un co-récepteur, une protéine à un seul passage transmembranaire (RAIVIP),
pour sa localisation à la membrane plasmique. L’avantage de ce modèle est que la
protéine RAMP, même si elle seulement requise pour l’acquisition de la pharmacologie
et le transport de CRLR, ne semble pas requise pour l’interaction avec la protéine G.
Selon le type de RAMP co-exprimé, CRLR peut devenir une récepteur au peptide CGRP
(RAMPÏ) ou un récepteur au peptide ADM (RAMP2 et RAIVW3). La protéine RAMP1
semble être directement implique dans l’interaction avec les agonistes, car cette dernière
a été lié au peptide CGRP lors d’étude de ‘cross-linking’.
Au cours de notre étude de mesure d’interaction précoce entre les RCPG et la protéine G,
nous avons remarqué que, selon la co-expression ou non de RAIVW, le profile
d’interaction entre le récepteur CRLR et la protéine G hétérotrimérique était modifié.
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Sans RAMP dans le système, le récepteur CRLR peut interagir avec le dimère Gf3y mais
pas avec la sous unité GŒ. Toutefois, la présence de RAMP n’influence pas l’interaction
entre le récepteur et de dimère Gf3y. Cette observation met en évidence la nécessité de
RAIVW dans l’interaction de récepteur CRLR avec GŒ alors qu’il semble non essentiel
pour l’interaction avec Gf3y.
À la lumière de ces résultats, une interaction basale avec le dimère GÇ3y semble possible
très tôt dans la maturation du récepteur, car sans la présence de RAMP, le récepteur
CRLR est retenu dans le RE. Suite à leur synthèse, les sous unité G3y sont acheminées
vers le RE. Par conséquent, il est possible de retrouver le récepteur ainsi que le dimère
G3y dans un même compartiment avant d’être expédiés à la membrane plasmique. Du
fait que le récepteur est retenu dans le RE, il nous est possible de conclure que la mesure
de signal BRET effectuée en l’absence de RAMP provient du ER et que l’interaction
récepteur/G3y est précoce.
Ces résultats ouvrent la voie à plusieurs nouvelles questions. Si cette interaction précoce
est réelle, quelle est son utilité physiologique? Théoriquement, il est possible de
concevoir des modèles qui nécessitent une interaction précoce de la protéine G pour
former, avant son acheminement à la membrane plasmique, des complexes de
signalisation fonctionnelle spécifique afin que la cellule puisse ajouter un mode de
contrôle supplémentaire à la signalisation. Cette interaction précoce de la protéine G
pourrait jouer un rôle dans la spécificité d’interaction récepteur-protéine G. Le récepteur
rhodopsine active la protéine Gt en présence de lumière. Cette protéine Gt est composé
par la sous unité GOEt, Gf32 et Gy2. Afin de permettre une signalisation par le récepteur de
la rhodopsine, la sous unité G132 peut s’apparier avec Gy2, mais elle ne peut pas avec Gy1
(Clapham et Neer, 1997). De nombreuses combinaisons de dimère G3y sont possibles
dues au nombre élevée de sous unités, soit cinq G3 et douze G’y. Par contre, toutes ces
possibilités ne sont pas physiologiquement viables. Par exemple, pour le récepteur a2
adrénergique, le dimère G3y permettant une signalisation optimal est Gf34y2 avec un EC50
de 1,3 nM pour un agoniste spécifique. Pour d’autres possibilité de complexe, soit GÇ31y2,
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Gf32y2, G33y2 et G35y2, les EC50 sont de 15,7 nM, 5,7nM, 5,9 nM et 232 nIVI,
respectivement (Mclntire et ai, 2001). Ceci démontre que les différents dimères G3y
n’ont pas la même capacité à transmettre le signal suite à l’activation d’un récepteur avec
le même agoniste. Les changements de conformations induis par des agonistes sur un
récepteur ne peuvent être transmit de la même façon selon les sous unités de la protéine G
présent dans le complexe. Afin de contrôler ces interactions, il est possible d’imaginer
qu’une interaction précoce du dimère Gf3y dans le RE permet une première sélectivité.
Par conséquent, seul les complexes récepteurs-protéine G fonctionnelles pourront
poursuivre leur déplacement vers la membrane plasmique et les autres seront retenus dans
le RE pour que la protéine G soit remplacé par une autre qui permet une association
fonctionnelle. Une notion de contrôle de la qualité peut être ainsi attribuée à cette
interaction précoce du récepteur avec la protéine G.
Le récepteur CRLR est retenu dans le RE, sans la présence de RAIVW, où l’interaction
avec le dimère Gf3y est rendue possible (voir figure 25). Il est possible de spéculer que
cette interaction puisse servir de point de contrôle de la maturation des récepteurs. Si un
récepteur ne réussi pas à adopter une conformation permissive pour l’interaction avec le
dimère G3y, ce dernier pourrait être identifié hâtivement comme non fonctionnel puis
éliminé. Les complexes CRLR-RATVW-dimère G3y se dirigent par la suite vers le Golgi.
À cet endroit, ils sont en mesure de poursuivre leur maturation en signalosome par un
fixation d’une sous unité Ga spécifique permettant d’identifier définitivement le
complexe récepteur-protéine G comme étant fonctionnel et prêt à être transporté à la
membrane plasmique. Bien entendu, ce modèle est purement spéculatif et plusieurs autres
expériences devront être entreprises pour le démontrer, mais les résultats présentés avec
le récepteur CRLR pointent dans cette direction. Il est difficile d’étudier cette question de
contrôle de qualité directement, car des mutants de récepteur avec des défaillances dans
leur repliement son rapidement dégradés, donc de voir leur interaction avec la protéine G
semble utopique. Les caratéristiques du récepteur CRLR sont qu’en l’absence de RAIVW
le récepteur est présente sous la forme dimérique, donc peut effectuer une interaction
avec la protéine G, et qu’il est retenu dans la RE. Ces caratéristiques font que ce
103
récepteur CRLR semble un outil de choix pour la mise en évidence et l’étude de
l’interaction précoce des RCPG avec la protéine G.
Figure 25: Modèle d’interaction précoce entre la protéine G hétérotrimérique et les RCPG
Suite â leur synthèse dans le cytoplasme, le dimère Gf3y est acheminé au réticuhim endoplasmique (ER). À
cette endroit le récepteur interagi avec le dimère Gf3y. Le complexe récepteur-GJ3y peut ensuite quitter le
ER pour se diriger vers le Golgi où la sous unité Ga rejoint le complexe pour former un nouveau complexe
â cinq protéines (un dimère de récepteur plus trois sous unité de la protéine G. Ce complexe récepteur-GŒ
Gy peut finalement être dirigé vers la surface de la cellule.
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Conclusion
Les résultats obtenus dans cette étude semblent indiquer que les récepteurs peuvent
interagir rapidement dans leur maturation avec la protéine G hétérotrimérique.
Également, la dimérisation semble avoir un rôle majeur dans l’élaboration d’une
interaction efficace avec la protéine G. Afin de pouvoir conclure que ces interactions
précoces mesurées en BRET ainsi que la nécessité de la dimérisation pur l’interaction du
récpetuer avec la protéine G hétérotrimérique, il sera important de confirmer ces
observations par l’élaboration de nouvelles expériences qui viseraient à localiser
spécifiquement les premières interactions entre les sous unités de la protéine G et les
récepteurs RCPG. Le développement de nouvelles méthodes d’analyse pour l’étude de la
formation de complexes protéiques ouvrira la porte à une meilleure compréhension des
étapes de régulation de la signalisation par les RCPG. Pour réaliser ces études, le présent
mémoire donne une ébauche sur l’utilisation des deux générations de BRET dans un
même essai. Les résultats obtenus sont encourageants, mais demandent des investigations
supplémentaires. Également, le développement de nouvelles techniques tel que le
couplage du PCA avec le BRET augmentera les possibilités d’analyse de complexe à
multiples partenaires.
Les résultats obtenus dans cette étude permettent l’étude de la complexité de signalisation
des RCPG. Comme mentionné précédemment, les récepteurs ont la capacité d’activer
différentes voies de signalisation et ce par divers mécanismes. Le BRET mesuré entre les
RCPG et la protéine G, tel qu’illustré dans ce mémoire, et l’utilisation des deux
générations de BRET permettront l’élaboration de multiple expériences dans le but de
raffiner la compréhension des interactions entre ces partenaires. Par exemple, en
introduisant deux sous unités GŒ différentes en présence d’un RCPG capable d’activer
ces protéines GŒ, il serait possible de suivre et de comparer les cinétiques d’activation de
chacune des protéines G au cours du temps. Finalement, dans le cas de récepteur
orpholin, il serait utile d’utiliser cette méthode de mesure d’interaction de la protéine G
pour déterminer le type de signalisation que ces récepteurs peuvent engendrer.
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